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Abstrakt

Na rozvinuti schizofrenie se podili genetické 1 environmentélni faktory, které jsou zahrnuty
v tzv. neurovyvojovém modelu schizofrenie. Riziko vzniku schizofrenie zvySuje napf.
prenatdlni stres, a to zfejm¢ v zavislosti na pohlavi. Na neurovyvojovych abnormalitach
schizofrenie se dale podili receptor fibroblastovych faktorid 1, ktery ovlivituje vyvoj kortexu a
dopaminergnich neuronti a zfejmé také piisobi na dysregulované geny u schizofrenikli. Pro
schizofrenii jsou také charakteristické abnormality cirkadiannich rytmi, osy hypotalamus-
hypofyza-nadledviny a spanku, které by mohly zvySovat nachylnost k psychotickym staviim
prostfednictvim dopaminového systému. Ukazuje se, ze Discl, ktery je povazovan za rizikovy
pro schizofrenii, se podili na spankovych abnormalitach a bunééném cyklu radidlnich glii. Pro
dalsi vyzkum neurovyvojového modelu schizofrenie se nabizi cerebralni organoidy, které jsou
vytvareny z lidskych indukovanych pluripotentnich bun¢k a napodobuji vyvoj lidského mozku.
Tento model by v budoucnosti mohl byt vylepSen vaskularizaci a bioinzenyrskymi metodami.
Kli¢ova slova: cerebralni organoidy, schizofrenie, cirkadidnni rytmy, stres, FGFR1, DISCI,

glukokortikoidy

Abstract

The neurodevelopmental model of schizophrenia incorporates genetic and environmental
factors, which both play a role in the development of this disorder. For example the risk of
developing schizophrenia is increased by prenatal stress in a sex-dependant manner. Fibroblast
growth factor receptor 1 plays a role in neurodevelopmental abnormalities and has been found
to influence cortical development, development of dopaminergic neurons and genes
dysregulated in schizophrenia. Circadian, hypothalamic—pituitary—adrenal axis and sleep
abnormalities are also common in schizophrenia patients and they might increase susceptibility
to psychosis via dopaminergic system. The schizophrenia susceptibility gene Discl has been
found to play a role in sleep abnormalities and regulation of radial glia cell cycle. Cerebral
organoids, which are generated by using human induced pluripotent stem cells, model human
brain development and could be used for further studies of neurodevelopmental model of
schizophrenia. Cerebral organoids could be improved in the future by vascularization and
bioengineering methods.

Key words: cerebral organoids, schizophrenia, circadian rhythms, stress, FGFR1, DISCI,

glucocorticoids



Seznam pouzitych zkratek

Ach — acetylcholin (z angl. acetylcholine)

ACTH - adrenokortikotropni hormon (z angl. adrenocorticotropic hormone)

AKT — proteinkindza B (z angl. thymomas of AKR mice)

Ang — angiotensin

ANS — autonomni nervovy systém

AVP — vazopresin (z angl. arginine vasopressin)

BMALI — mozkovy a svalovy protein podobny aryl uhlovodikovému jadernému
translokacnimu receptoru 1 (z angl. brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator-like protein 1)

BMP7 — kostni morfogeneticky protein 7 (z angl. bone morphogenetic protein 7)

cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat (z angl. cyclic-adenosine-monophosphate)

CBP — CREB (protein vazajici se na cyklicky adenosinmonofosfat responzivni element
(z angl. cAMP response element binding protein)) vazebny protein (z angl. CREB-binding
protein)

CLOCK -z angl. circadian locomotor output cycles kaput

CLOCK/BMALI — heterodimer proteinit CLOCK a BMALI1

CNS — centralni nervova soustava

CRH — kortikoliberin (z angl. corticotropin-releasing hormone)

CRY — z angl. Cryptochrome

D-box — DNA element

D2 receptor — dopaminovy receptor D2

DAG — diacylglycerol

DISC1 — z angl. disrupted-in-schizophrenia-1

DNA — deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

E-box — z angl. enhancer box

ER — endoplazmatické retikulum

ErbB4 — receptor tyrosinproteinkinadzy (z angl. receptor tyrosine-protein kinase Erb-B4)

ESCs — embryonalni kmenové buiiky (z angl. embryonic stem cells)

ETS — z angl. erythroblast transformation specific

FGF — fibroblastové rstové faktory (z angl. fibroblast growth factors)

FGFR —receptor fibroblastovych ristovych faktorii (z angl. fibroblast growth factor receptor 1)



FRS2a — substrat receptoru fibroblastovych ristovych faktord 2a (z angl. FGF receptor
substrate 2a.)

Gab1 — Grb2 asociovany vazebny protein 1 (z angl. GRB2-associated-binding protein 1)
GABA - kyselina gama-aminomaselna (z angl. Gamma-aminobutyric acid)

GC — glukokortikoidy (z angl. glucocorticoids)

GR — glukokortikoidni receptor (z angl. glucocorticoid receptor)

Grb2 — protein vazajici se na receptor rustovych faktorti 2 (z angl. growth factor receptor-bound
protein 2)

GRE - z angl. glucocorticoid response element

HPA — osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny (z angl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis)
HSP — protein teplotniho Soku (z angl. heat shock protein)

HSPG — heparan sulfat proteoglykan (z angl. heparan sulfate proteoglycan)

Ig — imunoglobulinovd doména (z angl. immunoglobulin domain)

iPSCs — indukované pluripotentni kmenové buiiky (z angl. induced pluripotent stem cells)
kDa — kilodalton

MAPK — mitogenem aktivovand proteinkindza (z angl. mitogen-activated protein kinase)
MEK - proteinkinaza MAP kindzy (z angl. mitogen-activated protein kinase kinase)
miRNA — mikroRNA

mRNA — mediatorova ribonukleotidova kyselina (z angl. messenger ribonucleic acid)
NDE1 — z angl. nuclear distribution element 1

NDELI1 -z angl. NDE-like 1

nFGFR1 — jaderny receptor fibroblastovych ristovych faktori 1 (z angl. nuclear fibroblast
growth factor receptor 1)

NGF — nervovy rlstovy faktor (z angl. nerve growth factor)

PER — z angl. Period

PER/CRY - heterodimer proteini PER a CRY

PI3K — fosfatidylinositol-3-kin4za (z angl. phosphoinositide 3-kinase)

PKC — proteinkinaza C (z angl. protein kinase C)

PLCy — fosfolipaza Cy (z angl. phospholipase Cy)

POMC - proopiomelanokortin (z angl. pro-opiomelanocortin)

PVN — paraventrikularni jadro (z angl. paraventricular nucleus)

PY — fosfotyrosin (z angl. phosphotyrosine)

RA — kyselina retinova (z angl. retinoic acid)

RAF — z angl. rapidly accelerated fibrosarcoma



RAR - receptor kyseliny retinové (z angl. retinoic acid receptor)

RAS — z angl. rat sarcoma

REM - faze spanku s ,,rychlymi pohyby o¢i“ (z angl. rapid eye movement)

REV-ERB - sirot¢i jaderny receptor (z angl. orphan nuclear receptor from the reverse
erythroblastosis virus)

RNA - ribonukleové kyselina (z angl. ribonucleic acid)

ROR — kyseliné retinové piibuzny sirot¢i receptor (z angl. retinoic acid receptor-related orphan
receptor)

RORE — ROR-vazebné elementy (z angl. ROR response element)

RSK1 — ribozomalni S6 kindza 1 (z angl. ribosomal S6 kinase)

SCN — suprachiasmaticka jadra (z angl. suprachiasmatic nuclei)

SOS — z angl. son of sevenless

SOX2 — SRY-box transkripcni faktor 2 (z angl. SRY (sex determining region Y)-box 2)
STAT - dréha signélnich transduktord a aktivatord transkripce (z angl. signal transducer and
activator of transcription)

SVZ — subventrikuldrni zéna (z angl. subventricular zone)

TK — tyrosinkindzova doména (z angl. tyrosine kinase domain)

TUJ1 — B-tubulin tfidy III (z angl. neuron-specific class III B-tubulin)

vit D — vitamin D
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Uvod

Schizofrenie je vazné psychiatrické onemocnéni, které vyrazné naruSuje fungovani
jedince ve spoleCnosti a az desetkrat zvysSuje riziko sebevrazdy (Chesney et al., 2014). Pro
schizofrenii zatim neexistuje 1€cba, ktera by efektivné cilila na vSechny symptomy, mezi které
patii psychotické stavy, poruchy motivace a kognitivni poruchy (Owen et al.,, 2016).
Schizofrenie je velice komplexni a na jejim vzniku se podili mnoho genetickych i
environmentalnich faktorti. Nejlépe tuto skutecnost vysvétluje tzv. neurovyvojovy model,
podle kterého je pric¢inou schizofrenie abnormalni vyvoj mozku (Rapoport et al., 2012).
Z hlediska vlivu na vyvoj mozku u schizofrenie byly studovany napft. fibroblastové rustové
faktory a prenatalni stres.

Pro vyzkum schizofrenie byly zatim vyuzivany pfevazné zvitfeci modely a post mortem
studie. Ty vSak neumoznuji vyzkum vyvoje lidského mozku a bliz§i pochopeni
neurovyvojovych mechanismi vedoucich ke vzniku schizofrenie. Jako nadéjny model se
ukazuji byt cerebralni organoidy, tfidimenzionalni struktury ziskané z lidskych indukovanych
pluripotentnich bunék, které napodobuji vyvoj lidského mozku.

Cilem prace je zaméfit se na vybrané aspekty neurovyvojového modelu schizofrenie,
jako je prenatdlni stres a fibroblastové rustové faktory. Dale nastinit souvislost stresu a
schizofrenie s cirkadidnnimi rytmy a nakonec zhodnotit vyuziti cerebralnich organoidt ke

studii neurovyvojového modelu schizofrenie.



1. Schizofrenie jako neurovyvojové onemocnéni

1.1 Neurovyvojovy model

Schizofrenie je zavazné komplexni dusevni onemocnéni (Owen et al., 2016), které
béhem zivota postihne pfiblizn¢ sedm z 1000 jedinci (McGrath et al., 2008). Projevuje se
tzv. pozitivnimi a negativnimi symptomy a byva doprovazena kognitivnimi i afektivnimi
poruchami. Mezi pozitivni symptomy (tzv. psychozy) patii zejména halucinace a pieludy,
do negativnich se fadi poruchy motivace, pokles spontanniho mluveného projevu a stranéni se
spole¢nosti (Owen et al., 2016).

Schizofrenie ma vysokou miru heritability. Dikazem je napt. vyssi riziko vyskytu
schizofrenie u pfibuznych prvniho stupné nez u ptibuznych druhého stupné (Kendler &
Gardner, 1997). Schizofrenie je vysoce polygenni (Owen et al., 2016). V celogenomové
asociacni studii bylo popsano 108 lokusti spojenych s vyskytem schizofrenie (Ripke et al.,
2014). Déle byly nalezeny geny spojené se schizofrenii, napt. urcité haplotypy v lokusu genu
Neuregulinl (Stefansson et al., 2002) a alelické varianty genu Discl (z angl. disrupted-in-
schizophrenia-1) (Callicott et al., 2005). Jednotlivé varianty gent vSak piedstavuji pouze malé
riziko pro vznik schizofrenie a onemocnéni je spiSe zptisobeno kombinaci rtiznych genovych
variant (Muraki & Tanigaki, 2015).

Schizofrenie neni uréena pouze geny, ale na jejim rozvinuti se podili i environmentalni
faktory (Lewis & Levitt, 2002). Dikazem je napft., Ze 89 % pacientil nema ani jednoho rodice
schizofrenika nebo Ze schizofrenie se v priméru nerozvine u 87 % d¢cti schizofrenika
(Gottesman & Erlenmeyer-Kimling, 2001). Velké mnozstvi environmentélnich faktor ptisobi
zejména béhem prenatalniho a perinatdlniho obdobi a patii mezi né napf. prenatalni maternalni
infekce, podvyZziva a stres a obsterické komplikace. Tyto faktory vyrazné ovliviiuji vyvoj
mozku jiz v prenatalnim obdobi a jsou jednim z podkladd tzv. neurovyvojového modelu
schizofrenie. Projevy schizofrenie jsou nejcastéji popisovany az v adolescenci a rané dospé€losti
(mezi 20-30 rokem), kdy dochézi k findlni maturaci mozku. Nékteré behavioralni odchylky 1ze
pozorovat i v détstvi. Neurovyvojovy model popisuje subtyp schizofrenie, pro ktery jsou
typické pre ¢i perinatalné vzniklé neurovyvojové abnormality (Lewis & Levitt, 2002).

Neurovyvojovy model piedpokladd, Zze u pacient, u kterych se pozdéji rozvine
schizofrenie, dochézi k vyvojovym abnormalitdim mozku ddvno pfed nastupem onemocnéni. U
pacientil se schizofrenii byl sledovan ubytek kortikdlni Sedé mozkové hmoty, abnormality
integrity bilé mozkové hmoty hlavné v prefrontdlnim kortexu, zvétSené mozkové komory,

poruchy synaptické konektivity (Rapoport et al., 2012) a abnormalni cytoarchitektura



v entorhindlnim kortexu (Arnold et al., 1997). Jelikoz nebyly nalezeny zadné
neurodegenerativni procesy, predpoklddd se, Ze abnormality vznikaji v disledku poruch
migrace nervovych bunék, arborizace a funkce synapsi, coz je v souladu s neurovyvojovym
modelem. Poruchy v neuronalni migraci jsou c¢asto spojovany s abnormalni distribuci bun¢k
napft. v prefrontdlnim kortexu, thalamu, hypothalamu, amygdale a hipokampu a poruchou
v distribuci a hustot¢ GABA interneuront (Schmidt & Mirnics, 2015). Krom¢ abnormalit
spojenych s GABArgni neurotransmisi je se schizofrenii spojend porucha i dalSich
neurotransmitterovych systémil, a to konkrétn¢ glutamatergniho a dopaminergniho (Catts et al.,
2013), pricemz zejména dopaminergni hyperaktivita ve striatu je pravdépodobné podkladem
iniciace psychotickych stavii schizofreniki (Howes & Kapur, 2009).

Nekteré geny, jejichz varianty byly popsany jako rizikové pro schizofrenii, jsou
zapojené 1 v regulaci migrace neurond. Mezi takové geny patii napt. Neuregulinl, ErbB4 a
Reelin (Muraki & Tanigaki, 2015). V prib&hu prenatalniho i postnatalniho vyvoje mozku putuji
GABAergni interneurony tangencialné z ventrdlni subventrikularni zoény (SVZ, z angl.
subventricular zone) do kortexu. Pyramidalni neurony migruji radidlné¢ pomoci radialnich glii
z dorzalni SVZ a migrace je dokoncena béhem 23. tydne gesta¢niho veéku (Catts et al., 2013).
Radidlni migrace je ovlivnénd poruchami v Neuregulinl signalizaci, kterd zpusobuje
predcasnou diferenciaci radidlnich glii na astrocyty (Schmid et al., 2003). Geny Discl a
Neuregulinl jsou dale spojeny s neurogenezi (Catts et al., 2013), kterd je u schizofrenik

v hipokampu redukovana (Reif et al., 2006).
1.2 Role FGF signaliza¢ni drahy u neurovyvojového modelu schizofrenie

Fibroblastové rustové faktory (FGF, z angl. fibroblast growth factors) jsou dileZitymi
signaly pfi vyvoji centralni nervové soustavy (CNS) a U€astni se i neurogeneze, riistu axond,
diferenciace, regenerace a prezivani neurond. Signalizacni drdha je tvofena receptory
fibroblastovych rustovych faktortt (FGFR, z angl. fibroblast growth factor receptor), které se
skladaji ze tfi extracelularnich domén, transmembrdnové domény a dvou cytosolickych
tyrosinkindzovych domén. Po vazbé& ligandu (FGF) dojde k dimerizaci extracelularnich domén
dvou FGFR propojenych molekulou heparan sulfat proteoglykanu, ktery se vaze na kyselou
doménu (,,acidic domain*) FGFR. To nésledné vede k autofosforylaci tyrosinovych zbytkl na
cytosolickych doménach (Reuss & von Bohlen und Halbach, 2003). Signal se dale ptenasi
pomoci drahy mitogenem aktivované proteinkinazy, signalni drahy fosfatidylinositol-3-kinazy
a proteinkinazy-B, drahy STAT (z angl. signal transducer and activator of transcription) a

fosfolipazy Cy, ¢imz je regulovana transkripce gent (Talaei et al., 2020) (viz Obrazek 1). Ze



vSech FGF byly nejvice studované FGF1 a FGF2, které¢ jsou exprimovany pii vyvoji mozku i
v maturovaném CNS (Reuss & von Bohlen und Halbach, 2003).
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Obrdzek 1: Receptor fibroblastovych ristovych faktor( (FGFR). FGFR se sklddad ze tii extraceluldrnich imunoglobulinovych
domén (lIgl, Igll, Iglll), kyselé domény, transmembrdnové domény a dvou cytosolickych tyrosinkindzovych domén (TK1, TK2).
Komplex FGF/FGFR zahrnuje dvé molekuly receptoru, dvé molekuly FGF a jeden retézec heparan sulfdt proteoglykanu (HSPG).
Signdlini transdukce aktivuje signdlni drdhy: RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT, STAT a PLCy. FGF — fibroblastovy ristovy faktor.
FRS2a — substrat receptoru fibroblastovych ristovych faktor( 2a. Grb2 — protein vdzajici se na receptor ristovych faktori 2.
Gabl — Grb2 asociovany vazebny protein 1. PI3K — fosfatidylinositol-3-kindza. AKT — proteinkindza B. SOS — adaptorovy
protein, z angl. son of sevenless. RAS — maly G protein, z angl. rat sarcoma. RAF — proteinkindza, z angl. rapidly accelerated
fibrosarcoma. MEK — proteinkindza MAP kinazy. MAPK — mitogenem aktivovand proteinkindza. STATs — transduktory signdlu
a aktivatory transkripce. PLCy — fosfolipdza Cy. DAG - diacylglycerol. PKC — proteinkindza C (upraveno podle Astolfi et al.,
2020).

FGF2 je neurotrofni faktor nachéazejici se v neuronech a gliovych buiikach v CNS.
Reguluje napi. neurogenezi v hipokampu, formovani synapsi, reakci na poskozeni, pamét’ a
myelinizaci (Talaei et al., 2020). V séru 1écenych schizofrenikl byla naméfena vyssi hladina
FGF2 neZ u kontrol a u nelécenych schizofrenikii hladina FGF2 pozitivné korelovala se
zavaznosti negativnich pfiznakt. Dale byla nalezena negativni korelace mezi hladinou FGF2 a
vékem propuknuti ptiznakd schizofrenie, tedy ¢im nizsi vek, tim bylo vice sérového FGF2.
Tento vztah muze ukazovat na abnormalni hladiny FGF2 béhem vyvojové faze nervoveé

soustavy, coz odpovida neurovyvojovému modelu schizofrenie (Hashimoto et al., 2003).



FGFR1 je receptor vazajici FGF2 a ucastni se regulace rastu nervl, proliferace
neurondlnich progenitorovych bunék a dlouhodobé potenciace (long-term potentiation) (Talaei
et al., 2020). Na urovni DNA byl nalezen jednonukleotidovy polymorfismus upstream od genu
pro FGFRI1, ktery byl asociovan se schizofrenii (Shi et al., 2011). Ve studiu post mortem byla
dale nalezena zvySena hladina FGFR1 mRNA v hipokampalni oblasti (Gaughran et al., 2006).

Kromé membranové formy existuje i jadernd forma FGFR1 (nFGFR1), ktera pfevazuje
v diferencujicich se bunikdch a ma odliSny mechanismus pienosu signalu. Po stimulaci bunky
(napt. rlstovymi faktory, hormony, neurotransmitery) dojde k transportu nové
nasyntetizovaného nFGFR1 z pre-Golgiho membrany do cytosolu a pomoci importinu-f3 do
jédra. Nasledné nFGFRI1 rozlozi inaktivni komplex transkripéniho koaktivatoru CREB
(z angl. cAMP response element binding protein) vazebného proteinu (CBP, z angl. CREB-
binding protein) a ribozomalni S6 kindzy 1 (RSKI1) tim, Ze se navaze na CBP. Komplex
nFGFR1 a CBP interaguje s riznymi transkrip¢nimi faktory, rekrutuje RNA polymerdzu II a
acetyluje histony, ¢imz aktivuje genovou transkripci. Jina molekula nFGFR1 se navaze na
RSK1 a tento komplex fosforyluje transkripéni faktory (Fang et al., 2005; Stachowiak &
Stachowiak, 2016). RSK1 interaguje s nFGFRI 1 v cytosolu a zvySuje jeho mobilitu, ¢imz
napomaha jeho transportu do jadra (Dunham-Ems et al., 2006) (viz Obrazek 2).
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Obrdzek 2: Konstitutivni membrdnovy a regulovany jaderny transport FGFR1 (R1). Nové syntetizovany FGFR1 mdZe vstoupit
do konstitutivni membrdnové nebo regulované jaderné drahy. U membrdnové drdhy je FGFR1 glykosylovdan v Golgiho apardtu
(Golgi) a transportovdn do cytoplazmatické membrdny. U jaderné drdhy je nové nasyntetizovany FGFR1 uvolnén z pre-Golgiho
membrdny do cytosolu a pomoci importinu-8 je transportovdn do jadra (tento proces je usnadnén pomoci FGF2 a ribozomdlni
S6 kindzy (RSK)), kde interaguje s CBP a reguluje transkripci. Akumulace jaderné formy FGFR1 je stimulovdna riznymi signdly,
jako jsou ristové faktory (NGF, BMP7), vitamin D (vit D), retinoidy, hormony, neurotransmitery, vdpnik (Ca**) a cyklické AMP
(cAMP). Akumulace je inhibovand kontaktem receptor(i sousednich bunék. ER — endoplazmatické retikulum. CBP — CREB
vazebny protein. NGF — nervovy rustovy faktor. BMP7 - kostni morfogeneticky protein 7. RA — kyselina retinovd.
Ach — acetylcholin. Ang - angiotensin. RAR — receptor kyseliny retinové. PY — fosfotyrosin (upraveno podle Stachowiak &
Stachowiak, 2016).



FGF2 se vyskytuje ve dvou izoformach a to nizkomolekularni 18kDa a
vysokomolekuldrni 23kDa izoformé, kterd obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal. nFGFR1 vaze
specificky pouze 23kDa FGF2, ktery je s nFGFR1 kotransportovan do jadra, napomaha
mobilit¢ nFGFR1 a koaktivuje transkripci (Dunham-Ems et al., 2009; Stachowiak &
Stachowiak, 2016). nFGFR1 se vaze na promotory gend pro mRNA i miRNA (Terranova et
al., 2015).

nFGFR1 stimuluje diferenciaci pluripotentnich a neuroprogenitorovych bunck do
neuralnich bunéénych typl a zarovei inhibuje jejich proliferaci (Fang et al., 2005; Stachowiak
& Stachowiak, 2016). nFGFR1 se podili také na neurogenezi v SVZ, jak ukézali Stachowiak et
al. (2009). Silikonové nanoc¢astice s DNA plazmidem kodujicim nFGFR1 byly pfeneseny do
progenitorovych bun¢k v SVZ mozku dospé€lych mysi. Akumulace nFGFR1 v jadie zptisobila
diferenciaci progenitorovych bunék na neurony (Stachowiak et al., 2009). Neurogeneze se ale
1i81 u rdznych Zivo€iSnych druhl a u lidi zatim nebyla neurogeneze v SVZ pfi schizofrenii
dostate¢n¢ studovana (Weissleder et al., 2019).

Narla et al. (2017) navrhuji, ze narusena signdlni draha nFGFR1 by mohla byt jednim
z faktort zodpovédnych za neurovyvojovou patologii schizofrenie. Vyzkum pomoci
indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k (iPSCs, z angl. induced pluripotent stem
cells) ziskanych od pacientll se schizofrenii ukazal, Zze 84 % gent, které byly u pacientii
dysregulované, obsahuji promotor vazajici nFGFR1. nFGFR1 se vézal na urcité geny pro
mRNA (napt. Discl) vice nez u kontrol. Déle bylo u pacientll nalezeno 16 upregulovanych
miRNA a na promotor péti z nich se také vazal nFGFR1 (Narla et al., 2017).

V primarnich neuronalnich embryonalnich bunéénych kulturach bylo prokazano, Ze
FGF2 stimuluje proliferaci dopaminergnich neuronti (Bouvier & Mytilineou, 1995). FGF tedy
figuruji pii vyvoji dopaminergniho systému, jehoz abnormality pfispivaji k patologii
schizofrenie (Stachowiak et al., 2013). Role FGFR1 signalizace v dopaminergnich neuronech
byla studovéna na transgennich mySich s vloZzenym dominantné negativnim FGFRI(TK-)
genem fuzovanym s promotorem tyrosinhydroxylazy (Klejbor et al., 2006). Proteinovy produkt
genu FGFRI(TK-) tvoti nefunk¢éni komplexy s FGFR, ¢imz blokuje jejich signalizaci (Ueno et
al., 1992). V takto homozygotné transgennich mysich byla tedy antagonizovana signalizace
FGFR1 specificky v dopaminergnich neuronech. Oproti kontroldm mély novorozené
transgenni my$i snizenou hustotu a velikost tyrosinhydroxylaz-imunoreaktivnich neuroni v
substantia nigra compacta (tam byla snizena hustota zachovéna i v dospé€losti) a ve ventralni
tegmentalni oblasti. Spolu se sniZzenou hustotou dopaminového transportéru (nachédzi se na

presynaptické membrané a reguluje pfenos dopaminu) ve striatu toto naznacuje, ze doSlo
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k ubytku nigrostriatalnich neuronti. Na druhou stranu byla v transgennich zvifatech zvysSena
hladina dopaminu ve striatu. Podle autord by tato upregulace dopaminu mohla byt spojena
s nedostatecné vyvinutymi dopaminergnimi neurony. Ddle byla u mutantnich mysi namétena
snizena prepulsni inhibice (Klejbor et al., 2006), ktera je zhorSena i u schizofrenikii a mohla by

souviset s poruchami senzorimotorickych vstupti (Swerdlow et al., 1994).
1.3 Vliv prenatalniho stresu

Prenatalni stres a obsterické komplikace (hypoxie plodu, preeklampsie, snizeny rtst
plodu) byly v fadé studii spojené se zvySenym rizikem vzniku schizofrenie. Bylo zkoumano
mnoho odlisnych stresorti, jak ekologickych (hladomor, valka, pfirodni katastrofy), tak i
individudlni stres nebo vliv prenatalnich infekci. Pravdépodobné se na riziku dohromady podili
souhra rtiznych pre- a postnatalnich faktorti, jako je pohlavi plodu, genetické pozadi, doba
vystaveni stresu a dal$i environmentalni faktory (Lipner et al., 2019).

Produkce FGF2 je mimo jiné také regulovana stresem a glukokortikoidy (GC). Akutni
stres omezenim pohybu (,restraint stress*) zpusobil zvySeni exprese FGF2 v hipokampu a
prefrontalnim kortexu u potkant. Prenatalni vystaveni kortikosteronu snizilo mnozstvi FGF2
mRNA v hipokampu u dospé€lych potkanich samcl a zptisobilo méné vyraznou upregulaci
FGF2 po akutnim stresu. Podle Molteni et al. by kratkodobé zvySeni exprese FGF2 mohlo
slouzit jako ochrana proti dlouhodobym nasledkim stresu a GC a jedinci vystaveni
prenatalnimu stresu by mohli byt v dospélosti viii stresu vice zranitelni (Molteni et al., 2001).
Nedavna studie mysi s vyfazenym FGF2 genem vSak zvySenou citlivost ke stresu ani zvySené
uzkostné chovani neprokazala. Autoti vSak zdiraznuji, Ze vysledky studie se mohou lisit u
ruznych zvitecich modelt (Hovel et al., 2019).

Kortizol a prenatalni stres mohou dlouhodobé ovlivnit osu hypotalamus-hypofyza-
nadledviny (HPA, z angl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis) (Kapoor et al., 2006). HPA se
ucastni reakce na stres a udrzovani homeostazy (McGowan & Matthews, 2018). Zahrnuje
paraventrikularni jadro (PVN, z angl. paraventricular nucleus) v hypotalamu, které integruje
vstupy napf. z ostatnich ¢asti hypotalamu a limbického systému (Ferguson et al., 2008).
Obsahuje téla parvocelularnich neurosekre¢nich bunék, které pii stresové reakci produkuji
kortikoliberin a vazopresin a uvoliiuji je do hypofyzarniho portalniho obéhu (Ferguson et al.,
2008; Kapoor et al., 2006; McGowan & Matthews, 2018). Tyto hormony dale stimuluji buniky
pfedni hypofyzy k produkci a uvolnéni adrenokortikotropniho hormonu do krevniho ob¢hu.
Adrenokortikotropni hormon ptisobi na buiiky kliry nadledvin, coz vede k produkci GC, u lidi
hlavné kortizolu (McGowan & Matthews, 2018). GC se vdzou na glukokortikoidni receptory



(GR), které po vazbé¢ ligandu translokuji do jadra, kde ptisobi jako transkripéni faktory (Tsigos
& Chrousos, 2002). HPA je regulovana negativni zpétnou vazbou pomoci vazby GC na GR a
mineralokortikoidni receptory v hypotalamu, hypofyze a hipokampu (Walker et al., 2008) (viz
Obrazek 3).

Bylo zjisténo, ze schizofrenici maji vétsi reaktivitu HPA a trvale zvySenou hladinu
kortizolu (Walker et al., 2008). To by mohlo byt zapfi¢inéno prenatalnim stresem. Ve studii na
potkanech, kde byly bfezi samice vystavené riznorodym stresoriim, méli dospéli samci delsi
reakci (déle trvajici zvySenou hladinu GC) na akutni stres (Koenig et al., 2005). Dale bylo u
mlad’at stresovanych potkanich samic nalezeno snizené mnozstvi GR v hipokampu
(Barbazanges et al., 1996) a u schizofrenikil byla v hipokampu nalezena snizena exprese mRNA
pro GR. Niz§i mnozstvi GR v hipokampu by mohlo souviset s poruchou regulace HPA a
zvySenou hladinou GC. Dlouhodobé zvySena hladina GC plisobi neurotoxicky zejména na
hipokampus, ktery je u schizofrenikii redukovany. Navic aktivita HPA se pfirozené zvySuje
v obdobi puberty a adolescence, coz je obdobi, kdy se u schizofrenikli za¢inaji projevovat

behavioralni odchylky piedchazejici nastupu psychoz (Walker et al., 2008).

Hipokampus

=

Paraventrikularni \ CRH mRANA
jadro hypotalamu AVP mRANA

=> Glukokortikoidni receptor

l CRH %,. Mineralokortikeidni
AVP receptor
POMC mRNA

Pfedni ¥
P:;iMC

hypofyza

<..7

ACTH -
Kara nadledvin Kortizol

Obrdzek 3: Osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny. Parvoceluldrni neurosekrecni buriky v paraventrikuldrnim jdadru
hypotalamu sekretuji kortikoliberin (CRH) a vazopresin (AVP), které stimuluji syntézu proopiomelanokortinu (POMC, prekurzor
ACTH) a uvolnéni adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) z kortikotropnich bunék predni hypofyzy. ACTH poté zplsobi
produkci a uvolnéni kortizolu z kiiry nadledvin. Glukokortikoidy reguluji vlastni syntézu pomoci vazby na glukokortikoidni a
mineralokortikoidni receptory v limbickém systému a na glukokortikoidni receptory v paraventrikuldrnim jadru hypotalamu a
predni hypofyze (upraveno podle Kapoor et al., 2006).

Ve studii vlivu maternalniho prenatalniho psychosocidlniho stresu na riziko schizofrenie

byl stres méfen pomoci rozhovorti s matkami béhem téhotenstvi. Zatimco celkové u potomkil
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nebyl prokazan vztah mezi prenatadlnim stresem a rizikem rozvoje schizofrenie, u potomku
muzského pohlavi se tento vztah potvrdil. Chronicky stres matky u chlapct az dvojndsobné
zvySoval riziko rozvoje schizofrenie. Ukazuje se tedy, ze vliv prenatdlniho stresu na rozvoj
schizofrenie je pohlavné zavisly (Fineberg et al., 2016). V nedavné studii hladiny kortizolu u
téhotnych matek bylo zjisténo, Zze vyssi hladina kortizolu v tfetim trimestru byla spojena se
snizenym rustem muzskych plodi, u kterych se v dospélosti rozvinula schizofrenie. U kontrol
a zenskych plodu tato asociace nebyla (Ellman et al., 2019).

Wilson et al. (2020) ve své studii popisuji, Ze prenatalni podani malé davky testosteronu
biezim mysim samicim vedlo ke snizené odpovéedi na akutni stres omezenim pohybu u samcich
potomkii. U samic tento efekt pozorovan nebyl (Wilson et al., 2020). Ve studii lidskych ploda
bylo ukézano, ze fetalni testosteron pozitivné koreluje s hladinou kortizolu. Zda se tedy, ze
prenatalni stres by mohl zvySovat hladiny testosteronu (Gitau et al., 2005) a 1 malé zvySeni
testosteronu béhem tchotenstvi by mohlo u muzi vést ke zvySenému riziku vyskytu
onemocnéni souvisejicich s regulaci stresu (Wilson et al., 2020).

Roli v odlisném pisobeni prenatalniho stresu by mohla hrat placenta, ktera se lisi svou
velikosti 1 expresi genli u obou pohlavi plodu (Bronson & Bale, 2016). Enzym 11p-
hydroxysteroiddehydrogenaza 2, ktery konvertuje aktivni kortizol na neaktivni kortizon
(Tomlinson & Stewart, 2001), vykazuje nizsi aktivitu v placenté plodii muzského pohlavi (Stark
et al., 2009). Déle byla v celogenomové asociacni studii nalezena skupina genli spojenych se
schizofrenii, které interaguji s komplikacemi v raném véku. Tyto geny byly ve velké mite
exprimovany v placenté a specificky upregulovany u plodi muzského pohlavi (Ursini et al.,

2018).

2. Cirkadianni rytmy a stres (role glukokortikoidii)

2.1 Cirkadianni rytmy

Cirkadianni rytmy je systém slouZici k pfizpsobeni chovani a fyziologickych funkci
ptiblizné 24 hodinové casové periodé (Dibner et al., 2009). Cirkadianni rytmy kontroluji napf.
cykly spanku/bdéni, metabolismus, kardiovaskularni, endokrinni a imunitni systém (Sarlus et
al., 2019). Vngjsi podnéty (napf. svétlo) jsou duilezité pro synchronizaci cirkadiannich rytmd,
ale cirkadianni rytmy jsou schopné ptetrvavat i bez nich (Cox & Takahashi, 2019). Hlavni roli
v fizeni cirkadiannich rytmd maji suprachiasmaticka jadra (SCN, z angl. suprachiasmatic
nuclei), coz je parova struktura v hypotalamu nachazejici se nad optickym chiasmatem.
Svételné informace z retiny jsou retinohypotalamickou drahou pfeneseny do SCN, kde setizuji

expresi hodinovych genti ve specifickych neuronech SCN, které¢ nasledn¢ synchroniza¢ni signal
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piedavaji do celé jeho struktury. Signal je dale pfenesen nervovymi a endokrinnimi regulacnimi
drahami do ostatnich ¢asti mozku i do perifernich organt jako jsou napf. jatra a ledviny (Dibner
et al., 2009).

Molekularni  mechanismus  cirkadiannich  hodin  spocivd v transkripCnich
zpetnovazebnych smyckach, které reguluji rytmickou expresi hodinovych gent. Hlavni smycka
zahrnuje heterodimer proteinit CLOCK (z angl. circadian locomotor output cycles kaput) a
BMALI (z angl. brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein
1), ktery obsahuje zékladni helix-smycka-helix doménu, kterou se vaze na E-box na DNA. Tim
je aktivovana transkripce dalSich hodinovych geni, jako jsou Period 1 (Perl), Per2,
Cryptochrome 1 (Cryl), Cry2, Reverba (z angl. orphan nuclear receptor from the reverse
erythroblastosis virus) a Rora (z angl. retinoic acid receptor-related orphan receptor o) (Cox &
Takahashi, 2019; Sarlus et al., 2019). Proteiny PER a CRY pomalu ptibyvaji béhem dne a vecer
tvoifi heterodimer, ktery translokuje do jadra, kde interaguje s CLOCK/BMALI a inhibuje
transkripci genti aktivovanou komplexem CLOCK/BMALL. Tim PER a CRY inhibuji i vlastni
transkripci. Béhem noci jsou proteiny PER a CRY fosforylovany a degradovany, ¢imz klesne
jejich mnozstvi a komplex CLOCK/BMALI zaéne novy cyklus transkripce. Tato smycka trva
pfiblizn€ 24 hodin a zajistuje cirkadianni oscilaci komplexit CLOCK/BMALI1 a PER/CRY
(Cox & Takahashi, 2019; Koike et al., 2012). Ve vedlejsi smycce figuruji proteiny ROR a REV-
ERB, kter¢ kompetuji o vazbu na ROR-vazebné elementy na genu Bmall. Zatimco ROR
proteiny pozitivné reguluji transkripci genu Bmall, proteiny REV-ERB transkripci inhibuji.
Komplex CLOCK/BMALI rytmicky aktivuje transkripci genti pro REV-ERB proteiny a tim
dochazi k cirkadidnni oscilaci proteinu BMALIL. Ve tieti smyéce CLOCK/BMALI aktivuje
transkripci transkripénich faktort (napt. D-box vazebného proteinu), které se vdZou na D-box
elementy nékterych hodinovych genti (Cox & Takahashi, 2019; Sarlus et al., 2019) (viz
Obrazek 4).
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Obrdzek 4: Molekuldrni mechanismus hodinovych gend. (A) Hlavni smycka: Komplex CLOCK/BMAL1 se vdZe na E-box na DNA,
¢imZ aktivuje transkripci Per, Cry, Reverb a Ror. Proteiny PER a CRY vytvofi represorovy komplex, ktery inhibuje transkripci
gen fizenou CLOCK/BMAL1, véetné Per a Cry. Hladina PER a CRY ndsledné klesne, ¢imZ je uvolnén komplex CLOCK/BMAL1 a
je umozZnén novy cyklus genové exprese. (B) Vedlejsi smycka: ROR se vdZe na RORE (ROR-vazebné elementy) a aktivuje
transkripci Bmall. REV-ERB se vdZe na stejny vazebny element a transkripci Bmall inhibuje (upraveno podle Sarlus et al.,
2019).

2.2 Interakce mezi glukokortikoidnim a cirkadiannim systémem

GC se fidi cirkadiannimi rytmy a jejich hladina je nejvyssi na zacatku aktivni faze a
nejnizsi na zacatku inaktivni faze. Cirkadianni systém reguluje vylev GC piisobenim na HPA
pomoci eferentni drahy vedouci ze SCN do PVN a také ovliviiovanim citlivosti kiiry nadledvin
na adrenokortikotropni hormon (Nader et al., 2010).

Za vys$i koncentrace GC béhem stresové odpoveédi nebo pii cirkadiannim vrcholu, jsou
aktivovany GR, které disociuji z proteint teplotniho Soku (HSP, z angl. heat shock protein),
translokuji do jadra, kde se vaZzou na glukokortikoid zodpovédné casti (GRE, z angl.
glucocorticoid response element) a reguluji transkripci (Astiz & Oster, 2018). Promotory
nekterych hodinovych genti obsahuji GRE, coz umoziuje GC ovliviiovat expresi hodinovych
gend (Nader et al., 2010). GC mohou posunout fazi exprese hodinovych geni v perifernich
organech (napf. v jatrech, ledvinach a srdci), jak bylo ukdzdno pomoci injekce GC
(dexametazonu) do mysi. JelikoZz buitkky SCN neexprimuji GR, GC cirkadidnni rytmy v SCN

neovlivituji. Tim je zachovana nezavislost cirkadiannich rytm SCN a jejich funkce
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v regulovani cirkadiannich rytmt perifernich tkéni (Balsalobre et al., 2000). VIiv GC na expresi
gent tlumi komplex CLOCK/BMALI, ktery acetyluje lysinové zbytky v pantové (,,hinge*)
oblasti GR, a tim oslabuje jeho vazbu na GRE (Nader et al., 2009). Také CRY proteiny inhibuji
transkripci aktivovanou GR interakci s C-koncem GR (Lamia et al.,, 2011). REV-
ERBua zplisobuje destabilizaci GR vazbou na HSP90, ktery GR stabilizuje. REV-ERBa také
ovliviiuje lokalizaci GR v buiice (Okabe et al., 2016) (viz Obrazek 5).

/_€ Limbicky systém, kortex
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Obrdzek 5: Interakce mezi glukokortikoidnim a cirkadidnnim systémem. (a) Suprachiasmaticka jadra (SCN) v hypotalamu jsou
regulovdna svételnymi signdly z retiny. SCN reguluje funkci drdhy hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA) a indukuje
rytmickou produkci glukokortikoidi (GC) z nadledvin. Pomoci drah autonomniho nervového systému (ANS) reguluje SCN
citlivost bunék nadledvin na adrenokortikotropni hormon (ACTH). Periferni cirkadidnni hodiny v jdtrech, tukové tkdni a
ledvindch jsou regulovdany GC a SCN. Béhem akutniho stresu aktivuji mozkovy kmen a limbicky systém HPA pres
paraventrikuldrni jadro (PVN), coZ vede k produkci GC. GC inhibuji syntézu kortikotropniho hormonu (CRH) a ACTH, ¢imZ se
hladina GC vrdti na zdkladni hodnotu. (b) Interakce glukokortikoidniho a cirkadidnniho systému jsou zaloZeny na dvou
paralelnich transkripcné-translacnich zpétnovazebnych smyckdch, které se navzdjem ovliviiuji. Glukokortikoidni receptory
(GR) s navdazanymi GC se vdZou na glukokortikoid-zodpovédné Cdsti (GRE) v oblasti promotoru nékterych hodinovych gend.
Komplex CLOCK (CL) a BMAL1 (BM) acetyluje GR, ¢imZ sniZuje jeho afinitu na GRE. CRY1 a CRY2 interaguji s C-koncem GR a
inhibuji transkripci fizenou GR. REV-ERBa interaguje s HSP90 (z angl. heat shock protein 90) a ovliviiuje stabilitu a lokalizaci
GR. Nékteré geny obsahuji v promotoru GRE i E-box oblasti a jsou regulovdny obéma smyckami. Tyto interakce mezi GR a
cirkadiannimi rytmy zajistuji fyziologickou reakci na informace z prostredi (upraveno podle Astiz & Oster, 2018).

2.3 NaruSeni cirkadidnnich rytmi u schizofrenie

Pro schizofrenii jsou typické disturbance spanku a cirkadiannich rytmid. Ve studii
kvality spanku a cirkadiannich rytma se disturbance vyskytovaly u vSech 20 pacienti se
schizofrenii. Oproti kontroldm trvalo schizofrenikim déle usnout a meéli delsi a vice
nepravidelny spanek. Polovina pacienti méla desynchronizované cykly spanku/bdéni (Wulff et
al., 2012). Horsi kvalita spanku u schizofrenikl byla zjiSténa i ve studii z roku 2016. V této
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studii byla zkoumana i exprese mRNA hodinovych genii ve fibroblastech odebranych z kiize
pacientl se schizofrenii. Ztrata rytmické exprese byla pozorovana u hodinovych gent CRY1 a
PER1 (Johansson et al., 2016).

Konkrétni mechanismy, jakym cirkadianni a spankové disturbance ovliviuji
schizofrenii, zatim nejsou znamé. Existuje vSak spojitost s nachylnosti k psychotickym staviim.
Pacienti s vysokym klinickym rizikem pro psychézu vykazuji vétsi spankové disturbance nez
kontroly (Poe et al., 2017). Podle dopaminové hypotézy je nachylnost k psych6ze spojena také
s hyperdopaminergii ve striatu (Howes & Kapur, 2009) a u schizofrenikti bylo ukazana zvysena
syntéza a uvolnovani presynaptického dopaminu a abnormality dopaminovych receptort
(Dahoun et al., 2017). Ve studii provadéné pomoci pozitronové emisni tomografie se u
zdravych jedincii po spankové deprivaci snizila vazba raklopridu ve striatu a talamu. Rakloprid
kompetuje s dopaminem o vazbu na D2 a D3 receptory, coZz naznacuje, Zze po spankové
deprivaci doslo ke zvySeni hladiny dopaminu (Volkow et al., 2008). Na molekularni Girovni
bylo ukédzano, ze mysi s mutaci v genu Clock mély dvou az tfindsobné zvySenou expresi
tyrosinhydroxyldzy ve ventralni tegmentdlni oblasti. Clock by tedy mohl mit vliv na
dopaminovou aktivitu (McClung et al., 2005). Déle byla u pacientli se schizofrenii, ktefi
prodélali prvni epizodu psychozy, zjiSténa snizena exprese Clock, Per2 a Cryl v krevnich
mononukledrnich bunkéch (Johansson et al., 2016). Spankové a cirkadianni disturbance by tedy
mohly zvySovat aktivitu dopaminu a nachylnost k psych6zam (Yates, 2016).

Také abnormalni funkce HPA je spojena s psych6zami. U pacientl s prvni epizodou
schizofrenie byly zjistény vyssi hladiny kortizolu a adrenokortikotropniho hormonu (Ryan et
al., 2004). Abnormality HPA byly zkoumany u déti ve véku 11-14 let se zvySenym rizikem ke
schizofrenii. Déti s rodinou historii schizofrenie mély snizenou GC odpovéd’ po probuzeni.
Hladiny kortizolu se u rizikovych déti a kontrol neliSily. Autofi se domnivaji, Ze snizend GC
odpovéd’ po probuzeni by mohl byt marker zvySené nachylnosti k psychdzam, zatimco zvySena
hladina kortizolu se vyskytuje az bezprostiedné pred nastupem onemocnéni (Cullen et al.,

2014).
2.4 Role DISC1 v regulaci spanku

Role DISCI1 v cirkadiannich rytmech a spanku byla zkouména na transgennich mysich
s vlozenym genem pro lidsky DISC1. Mysi mély kratsi spanek neZ kontroly a niz8i delta
aktivitu po dvouhodinové spankové deprivaci. DISC1 by tedy mohl mit roli ve spankové
regulaci (Jaaro-Peled et al., 2016).
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Bylo také ukézéano, ze DISC1 ovliviiuje dopaminovy systém. U transgennich potkant
s vlozenym genem pro lidsky DISC1 byly pozorovany abnormality pfenosu dopaminu. Doslo
k navySeni poctu vysokoafinnich D2 receptorii a zvySeni translokace dopaminového
transportéru do cytoplazmatické membrany (Trossbach et al., 2016). Dopamin ovliviiuje cykly
spanku/bdéni, jak ukazal vyzkum provadény na mysich. U mysi byla vyvolana zvySena hladina
extracelularniho dopaminu. Toho bylo dosazeno vyfazenim genu pro dopaminovy transportér,
¢imz bylo znemoznéno zpétné vychytavani. Podobny efekt byl docilen i podévanim
amfetaminu kontrolnim mysim. Po vystaveni mySi novému podnétu, vykazovaly tyto
hyperdopaminergni mys$i abnormalni stav podobny REM fazi spanku. Snizeni hladiny
dopaminu pomoci inhibitoru tyrosinhydroxylazy REM fazi spanku potlacilo a po podani
agonisty D2 receptoru byl REM spanek obnoven (Dzirasa et al., 2006). DISCI1 by tedy mohl

ovliviiovat spanek pomoci dopaminového systému (Jaaro-Peled et al., 2016).

3. Cerebralni organoidy jako novy model neurovyvojovych onemocnéni

Jelikoz lidsky mozek vykazuje urcité odliSnosti od mozku modelovych zvifat, je snaha
vytvoftit in vitro modely, které by vérné¢ napodobovaly vyvoj lidského mozku a mohly byt
vyuzity ve vyzkumu neurovyvojovych onemocnéni (Lancaster & Knoblich, 2014). Lancaster
et al. (2013) ve svém vyzkumu vytvofili tzv. cerebralni organoidy, coz je tfirozmérnd bunééna
kultura vytvorena z lidskych embryonalnich kmenovych bun¢k (ESCs, z angl. embryonic stem
cells) nebo iPSCs, ktera napodobuje ranou fazi vyvijejiciho se lidského mozku. Autofi pouzili
cerebralni organoidy ke studii mikrocefalie, kterou je jinak obtiZzné studovat na zvifecim
modelu, a zjistili, Ze v téchto cerebralnich organoidech dochéazi k pfedCasné neurdlni
diferenciaci v progenitorovych zoénach (Lancaster et al., 2013).

Lancaster et al. (2013) vyuZili poznatku, Ze somatické buiiky l1ze pfeprogramovat na
1PSCs po pfidani Ctyf transkripénich faktorii (Takahashi & Yamanaka, 2006), a vytvoftili iPSCs
z koznich fibroblastii odebranych od pacienta s mikrocefalii (Lancaster et al., 2013). Poté byly
iPSCs preneseny do média ESCs a za nizké koncentrace FGF2 ponechény agregovat do
embroidnich télisek (Lancaster & Knoblich, 2014), coz jsou agregaty schopné diferenciovat do
vSech ti1 zadrode¢nych lista (Itskovitz-Eldor et al., 2000). Embryoidni téliska byla néasledné
pienesena do minimalniho média, které umoziuje vznik pouze neuroektodermu (Lancaster &
Knoblich, 2014). K neuroektodermalni tkani byl déle pfidan Matrigel, hydrogel obsahujici
proteiny extracelularni matrix, ktery poskytuje strukturni oporu a podporuje spravnou
apikobasalni orientaci embryoidnich télisek (Lancaster et al., 2013; Lancaster & Knoblich,

2014). Nakonec byla tkan pfenesena do rotacniho bioreaktoru, ktery umoziuje lepsi vstiebavani
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zivin (Lancaster et al., 2013). Tento protokol pozd¢ji vylepsili Qian et al. (2016), ktefi
zkonstruovali miniaturizovany rotacni bioreaktor, ktery snizuje nédklady na tvorbu cerebralnich
organoidil (Qian et al., 2016). Béhem 15 — 20 dni vytvofily cerebralni organoidy neuroepitel s
dutinami naplnénymi tekutinou, které pfipominaly mozkové komory (Lancaster et al., 2013).
Cerebralni organoidy jsou schopné sebeorganizace i bez piidanych rustovych faktorii nebo
morfogenti a dokonce v nich byla nalezena i organiza¢ni centra podobna tém v lidském mozku
(Renner et al., 2017). Cerebralni organoidy vytvofily v priméru az 4mm heterogenni tkan¢ a
v rotaCnim bioreaktoru mohly pfezivat az n¢kolik mésicti. Cerebralni organoidy vytvoftily
jednotlivé mozkové ¢asti jako predni mozek, sttedni mozek, zadni mozek, hipokampus, choroid
plexus a retinu, obsahovaly také neuralni progenitory a napodobovaly vyvoj lidského kortexu

(Lancaster et al., 2013) (viz Obrazek 6).

a | hEs médium, mlo FaF2 | Médium neursini indukce | Ciferenciatni médium I Diferenciacni medium +RAa
| Suspenze | Suspenze | Matrigelové kapky ] Rotaéni bioreaktor
Den O Den 6 Den 11 Den 15
Expandovany
hF'SCS Embryoidni téliska Neuroektoderm neurcepitel Cerebralni tkdf
b Rotujici kapka Stacionami

c S0X2 TUJ1 Hoechst

N-cadherin
Hoechst

Obrdzek 6: Cerebrdlni organoidy. A) Schématické zndzornéni postupu tvorby cerebrdlnich organoidd. Lidské indukované
pluripotentni buﬁky (hPSCs) agreguji do embryoidn/’ch té//'sek ve kterych je nds/edné indukovdna tvorba neuroektodermu

do rotacniho bioreaktoru, ktery zlepSuje absorpci Zivin. B) Neuroepitelové tkdné vzniklé timto postupem (vlevo) vykazuji velké
dutiny vyplnéné tekutinou a typickou apikdini lokalizaci neurdlniho N-kadherinu (Sipka). Tyto tkané byly vétsi a vice kontinudini
neZ tkané ze statické suspenze bez Matrigelu (vpravo). C) Pomoci imunohistochemie byly nalezeny heterogenni oblasti
v cerebrdlnim organoidu obsahujici neurdini progenitory (SOX2, cervené) a neurony (TUJ1, zelené). D) Bright-field zobrazeni
v malém zvétseni zndzorriujici dutiny vyplnéné tekutinou pripominajici mozkové komory (bild Sipka) a tkan retiny (Cernd Sipka).
Meéritko 200 um. hES — lidské embryondini kmenové buriky. RA — kyselina retinovd. SOX2 — SRY-box transkripcni faktor 2.
TUJ1 — B-tubulin tridy Ill. Hoechst — fluorescencni barvivo znacici DNA (upraveno podle Lancaster et al., 2013).
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3.1 Vyzkumy na cerebralnich organoidech relevantni pro neurovyvojovy model schizofrenie
3.1.1 Vliv nFGFR1 na vyvoj kortexu

Vyzkumy vyvoje kortexu na cerebralnich organoidech by mohly objasnit kortikalni
abnormality u schizofrenikl, které byly zjistény v rtznych studiich. Napt. v post mortem
analyze byla zjiSténa abnormalni lokalizace Cajal-Retziusovych neuronti v prvni vrstvé
prefrontalniho kortexu (Kalus et al., 1997) a abnormalni prostorova lokalizace neuronti v druhé
a tfeti vrstvé entorhinalniho kortexu (Arnold et al., 1997). Magneticka rezonance dale ukazala
redukeci kortexu u schizofreniktl (Gur et al., 1998; Harvey et al., 1993).

Stachowiak et al. (2017) vytvofili organoidy z iPSCs ziskanych ze tii pacientl se
schizofrenii a ¢ty zdravych jedincli. Pomoci imunobarveni byly oznaceny proliferujici neuralni
progenitorové bunky, neuroblasty a nezralé neurony. Za dva tydny obsahovaly kontrolni
organoidy dvé az tfi vrstvy proliferujicich neurdlnich progenitorovych bunék ve ventrikularni
zong, n¢kolik neurdlnich progenitorti bylo v intermediélni zoné a téméf zddné v kortikéalni zoné,
coz odpovidd normalnimu vyvoji kortexu. Oproti tomu obsahovaly organoidy od iPSCs
schizofrenikdl jen jednu vrstvu neurdlnich progenitort, pfi¢emz se neuralni progenitory
roztrousen¢ vyskytovaly i v intermedialni a kortikalni zoné. Organoidy od iPSCs schizofrenik
také obsahovaly méné neuront v kortikdlni z6né a maturované neurony se naopak nezvykle
vyskytovaly v intermedidlni a ventrikuldrni zo6né. Toto znaci pfed¢asny vyvoj neuronil
v subkortikélni oblasti a poskozeny vyvoj kortexu. Kortikalni oblast také vykazovala vyrazné
niZ8i expresi nFGFR1 neZ u kontrol, zatimco v subkortikalnich zonach byla exprese nFGFR1
zachovéana (Stachowiak et al., 2017). V pfedchozi studii iPSCs ziskanych od pacientii se
schizofrenii bylo zjisténo, ze nFGFR1 je nadmémé exprimovan v neurdlnich progenitorech
(Narla et al., 2017). Vysokd exprese nFGFR1 by tedy mohla zplisobovat ptedcasnou
diferenciaci v subkortikalnich zénach, zatimco ztrata nFGFR1 v kortikalni zon€¢ by mohla byt
jednou z pfi¢in poruchy vyvoje kortexu u schizofrenie. Obnoveni nFGFR1 signalizace

v kortexu by mohlo slouZit jako prevence schizofrenie (Stachowiak et al., 2017).
3.1.2 Studie DISCI1

Korelace fenotypu pacientli a cerebralnich organoida ziskanych z jejich iPSCs ukézala
studie zkoumajici pacienty s mikroduplikaci 16p13.11 (Johnstone et al., 2019). Lokus na
chromozému 16p13 byl v genomové analyze asociovan se schizofrenii u pacientli majici
rizikovou alelu v genu Discl. Tento lokus se nachazi pted genem pro protein NDEI1 (z angl.

nuclear distribution element 1) (Hennah et al., 2007), ktery je vazebnym partnerem DISCI,
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stejné tak jako jemu velmi podobny protein NDEL1 (z angl. NDE-like 1) (Brandon et al., 2004).
NDELI s NDEI se ucastni regulace bunécného cyklu a v dé€licich se bunkach se vyskytuji u
centrozému, kinetochoru a jaderné¢ho obalu (Ye et al., 2017). U pacientd s mikroduplikaci
16p13.11 byla zjisténa redukovana tloustka kortexu pomoci magnetické rezonance. V souladu
s tim dortstaly cerebralni organoidy ziskané z iPSCs téchto pacienti do mensi velikosti nez
cerebralni organoidy ziskané z kontrol. Navic cerebralni organoidy pacientli vykazovaly
redukovanou proliferaci neurdlnich progenitori a abnormalni déleni progenitori radidlnich glii.
Redukovana proliferace nastala i po vyvolani zvySené exprese NDE1 u kontrolnich neuralnich
progenitora (Johnstone et al., 2019).

Bylo ukazéano, ze DISC1 ovliviiuje lokalizaci NDELI na kinetochoru a interakce téchto
dvou proteinii reguluje bunéény cyklus radidlnich glii ve vyvijejicim se kortexu u mysi.
Komplex byl dale studovan na cerebralnich organoidech z iPSCs od pacienta se schizofrenii,
ktery mél mutaci v genu Discl, kterd znemoZiluje vazbu DISC1 na NDELI a NDEI. Oproti
kontrolam mély tyto cerebralni organoidy prodlouzenou dobu mitdzy v radidlnich gliich. Tento
vyzkum tedy ukdzal, jak mohou genetické rizikové faktory pro schizofrenii ovlivnit bunécné

procesy béhem vyvoje CNS (Ye et al., 2017).
3.1.3 Studium prenatélniho stresu

V nové studii (zatim vysla jen v predbéZném tisku) byl studovéan vliv zvySené hladiny
GC (ve studii byl pouZit dexametazon) na vyvijejici se cerebralni organoidy. Po vystaveni GC
a aktivaci GR doslo k downregulaci genii pro maturaci neuronti. To znaci, Ze aktivace GR by
mohla vést k prodlouzeni procesii souvisejicich s maturaci a diferenciaci neuroni (Cruceanu et
al., 2020). Podobny efekt GC byl pozorovan i na dvoudimenzionalnim modelu lidskych
progenitorovych bunék z hipokampu. V této studii bylo ukdzano, Ze vysoké koncentrace
kortizolu a aktivace GR snizuji proliferaci a diferenciaci neuront (Anacker et al., 2013).

Po aktivaci GR doslo v neuronech také ke zvySeni exprese genl, které byly
v celogenomovych studiich spojeny s neurovyvojovymi onemocnénimi. Tato studie tedy
ukézala, Ze interakce genll a prenatdlniho stresu by mohla zvySovat riziko neurovyvojovych

onemocnéni (Cruceanu et al., 2020).
3.2 Validita a limitace modelu

Cerebralni organoidy jsou schopny napodobit rtizné aspekty vyvoje lidského CNS, jako
je vyvoj kortexu. Organoidy pfedniho mozku obsahuji progenitorové zony, vcetné vnitini a

vnéjsi SVZ a také vrstvu vnéjsich radialnich glii, které vykazuji molekularni a morfologické
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podobnosti s vnéjSimi radidlnimi glii ve vyvijejicim se lidském kortexu (Qian et al., 2016).
Pomoci RNA sekvenace transkriptomti z jednotlivych bunék byl porovnan vyvoj kortexu
v cerebralnich organoidech a v lidském fetalnim kortexu. Pies 80 % geni, které¢ se ucastni
tvorby kortexu, bylo exprimovano podobnym zptsobem u lidského kortexu i u cerebralnich
organoidi (Camp et al., 2015). Vyvoj kortexu u organoidi vSak probihd rychleji a
progenitorové zony neexpanduji tolik jako u lidského kortexu (Bhaduri et al., 2020). Cerebralni
organoidy také nedokazi vytvofit Sestivrstevnou strukturu kortexu jako u lidského mozku
(Lancaster & Knoblich, 2014).

Cerebralni organoidy obsahuji rizné bunécné typy vcetné astrocytd, oligodendrocyti
(Renner et al., 2017), GABAergnich a dopaminergnich neurond a interneuronti a jsou schopné
vytvofit rizné mozkové struktury jako predni mozek, stfedni mozek, zadni mozek a retinu
(Quadrato et al., 2017). Cerebralni organoidy tak umoznuji studovat migraci neurond a nervova
spojeni jednotlivych ¢asti mozku (Kelava & Lancaster, 2016). Cerebralni organoidy vsSak
okolni tkané a embryotickych télnich os (Kelava & Lancaster, 2016; Yin et al., 2016). Dale
vykazuji jednotlivé vzorky cerebralnich organoidi morfologické odlisnosti a lisi se 1 ve sloZeni
a pozici jednotlivych ¢asti mozku. To vede k problémim s reprodukovatelnosti (Kelava &
Lancaster, 2016). Tento problém by mohl byt vyfesen pomoci bioinZzenyrskych metod, jako
napf. vytvoieni umélého leSeni, které by napodobovalo bun&tné interakce s extracelularni
hmotou, nebo mikrofluidni ¢astice, které by kontrolované vytvofily signalni gradient (Yin et
al., 2016). Kromé toho Ize po pfidani signalnich molekul k embroidnim téliskam vytvofit
organoidy pouze jedné ¢asti mozku, ¢imz se snizi heterogenita jednotlivych organoidt (Qian et
al., 2016).

V cerebralnich organoidech byly také detekovany spontanni vapnikové oscilace, které
se zvysily po pfidani glutamatu. To dokazuje, Ze cerebralni organoidy vykazuji neuronovou
aktivitu (Lancaster et al., 2013). Navic bylo zjisténo, Ze cerebralni organoidy reaguji na
stimulaci fotosenzitivnich buné€k, coZ znamena, Ze by cerebralni organoidy mohly byt vyuzity
ke studii neuronalni odpovédi na fyziologické podnéty (Quadrato et al., 2017).

Kvili chybé&jici vaskularizaci a nedostatecnému piisunu kysliku a zivin doristaji
cerebralni organoidy jen do omezené velikosti a uprostfed tkdné¢ vznikaji odumielé bunky
(Lancaster et al., 2013). Navic bylo zjiSténo, ze faktory produkované endotelidlnimi bunikami
jsou diilezité pro neurogenezi (Shen et al., 2004). Vaskularizované cerebralni organoidy je vSak
mozné vytvorit pomoci ptidani lidskych ESCs se zvysenou expresi transkripéniho faktoru ETS

(z angl. erythroblast transformation specific) varianty 2 (Cakir et al., 2019), ktery dokaze
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pieprogramovat lidské ESCs na endotelidlni bunky (Lee et al., 2017). Takto vaskularizované
cerebralni organoidy vykazovaly rychlejsi maturaci neuronti a i nékteré charakteristiky
hematoencefalické bariéry, jako je vyskyt tésnych spoji mezi buiikami endotelu. Tyto
cerebralni organoidy byly také schopné vytvofit vaskularni sit’ in vivo, coz bylo dokazano
implantovanim téchto organoidi do mysi (Cakir et al., 2019).

V nedavné studii kortikalnich organoidl bylo ukdzano, ze ve vSech Castech organoidi
jsou upregulované geny pro metabolicky stres, ktery je vyvolany in vitro prostiedim organoida.
Disledkem toho obsahuji kortikalni organoidy méné bunécnych subtypti. MoZnym feSenim je
transplantace organoidi do mysiho kortexu, po které doslo k redukci metabolického stresu a
zvySeni mnozstvi buné¢nych subtypii. Zarovei je tato studie ukazkou toho, ze podobny efekt
by mohl mit i prenatalni metabolicky stres in vivo (Bhaduri et al., 2020).

Zavér

V neurovyvojovém modelu schizofrenie figuruji genetické i environmentalni faktory,
jejichZ souhra zatim neni plné objasnéna. Ukazuje se vSak, Ze prenatalni stres by mohl zvySovat
riziko vyskytu schizofrenie, a to zejména u muzi. Ve vyvoji kortexu a dopaminergnich neuront
ma ziejmé diilezitou roli FGFR1, ktery vykazuje odliSnou expresi u schizofrenikii. Budouci
studie nFGFR1 signalizace v cerebralnich organoidech by mohly najit zptisoby, jak se na tuto
signdlni drdhu zaméfit a predejit kortikdlnim abnormalitdm u schizofrenikii. V cerebralnich
organoidech by také mohl byt vice prozkouman vliv GC na vyvoj mozku a zjistit, zda spolu
FGF a GC pfi vyvoji interaguji.

U pacientii se schizofrenii se hojné vyskytuji spankové a cirkadianni abnormality,
jejichz mechanismus vlivu na onemocnéni zatim neni dostatecné vysvétlen. Zda se ale, ze
abnormality ve spanku, cirkadiannich rytmech a stresovém systému ovliviiuji dopaminovy
systém, a tim zvySuji nachylnost k psych6zdm. Navic by abnormality spanku mohly byt
podminény geneticky prostfednictvim Discl. Ukazuje se také, ze DISC1 ovliviiuje vyvoj
radidlnich glii, ktery u schizofrenikl vykazuje abnormality.

Ackoli jsou cerebralni organoidy pomé&rné€ novy in vitro model, zdaji se byt jako vhodny
prostiedek ke studiu neurovyvojovych onemocnéni, véetné schizofrenie. Zejména pokud bude
model vylepSen pomoci vaskularizace, bioinZenyrskych metod a zlepSenim
reprodukovatelnosti. Velkou vyhodou cerebralnich organoidu je, Ze se daji generovat z iPSCs
pacientl. Mohly by tedy byt vyuZity pro vyzkum neurovyvojovych abnormalit u pacient

s variantami gent rizikovych pro schizofrenii. Cerebralni organoidy se tak nabizi jako vhodny
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model pro vyzkum interakci genetickych a environmentalnich rizikovych faktort a pro vyzkum

neurovyvojového modelu schizofrenie.
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