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Abstrakt

Centralni nervova soustava vysSich obratipva rozdil od periferni, neregeneruje.
Pricinou je gedevsim pitomnostrady ristovych inhibitoft produkovanych gliovou jizvou a
oligodendrocyty, z nichz neijtezit¢jSi jsou MAG nyelin-associated glycoprotginOMgp
(oligodendrocyte-myelin glycoprotgim pedevSim Nogo protein. Nogo-A je jednou #e t
izoforem Nogo poteinu vyskytujici se prim&m mozku a miSe, kde v dadpsti zpisobuje
degradaci wstovych kuzel, inhibuje &st neurifi, omezuje neuroplasticitu a znemage
regeneraci poramych axori. Pro gijem signalu slouzi Nogo receptorovy komplex, &g n
navazujici signalni draha paktgobuje destabilizaci aktinovych viadken. Existug aldalsi
receptory pro Nogo-A, ndiklad PirB receptor. Bhem vyvoje je Nogo-A exprimovan ve
velké mfe neurony, v dosfosti jsou vSak hlavnimi producenty oligodendrocytie
pozoruhodné, Ze neuronalni exprese Nogo-A po narazeklesa ve strukturach s vysokou
plasticitou. Mezi & pati také hipokampus, ktery je vyznamny zejména postorové deni a
pantt. V ném Nogo-A udrzuje rovnovahu mezi synaptickou platstica stabilitou a omezuje
dlouhodobou potenciaci. Tato bakaléa prace proto kro&nvySe zmigného dale fedstavuje
nekteré behavioralni metody pouzité ke studkeni a paréti u Nogo deficientnich modgla
zvirat s akutni inaktivaci Nogo-A proteinu, konkrétdlohy Morrisovo vodni bludigt
two-way active avoidance learningodni T-bludist, prepulsni a latentni inhibice. Tyto testy
piinesly zajimavé vysledky a nazwgi také moznou souvislost Nogo deficience se

schizofrenii.

Kli ¢éova slova centralni nervova soustava, axonalni regeneNwago protein, Nogo receptor,

behavioralni metody,deni a parst’



Abstract

The central nervous system of higher vertebratesontrast to the peripheral one,
doesn’t regenerate. That is because of the pres#Enegny growth inhibitors produced by
a glial scar and oligodendrocytes; the most impadrighibitors are MAG (myelin-associated
glycoprotein), OMgp (oligodendrocyte-myelin glycofein) and mainly Nogo protein.
Nogo-A is one of three isoforms of the Nogo protieicated primarily in the brain and the
spinal cord where it causes the degradation of tfrmenes, inhibits the growth of neurites,
restricts the neuroplasticity and prevents the megsion of injured axons in adulthood. The
Nogo receptor complex serves for a reception ofiedgyand the following signal cascade
causes the destabilisation of actin filaments. &lae also other receptors for Nogo-A, e. g.
the PirB receptor. During the development, NogosAhighly expressed by neurons but in
adulthood, the main producers are oligodendrocytesis noteworthy, that neuronal
expression of Nogo-A doesn’t decrease after bimtistructures with high plasticity, e. g. in
the hippocampus which is important especially fpatgl learning and memory. In the
hippocampus, Nogo-A keeps a balance between thapsgnplasticity and stability and
restricts the long-term potentiation. Therefores thachelor's thesis presents infomation
about the topics mentioned above and also about doemavioral methods focused on
learning and memory in Nogo deficient models anomafs with an acute inactivation of
Nogo-A protein; namely Morrise water maze, two-wagtive avoidance learning, water
T-maze, prepulse and latent inhibition tasks. Thests have brought interesting results and

also indicate a possible association of the Nodiidacy with schizophrenia.

Key words: central nervous system, axonal regeneration, Nogaein, Nogo receptor,

behavioral methods, learning and memory
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Uvod

Je znamo, Ze v periferni nervové soust@@NS) obratlové existuji mechanismy,
které umo#uji regeneraci nervové tk&dnpo mechanickém poSkozeni, a tak jeji femik
obnovu v postizeném mét(Ramon y Cajal, 1928, podle Davidoff, 1929). Rdeda
schopnost regenerace axocentralni nervové soustavy (CNS) — tedy mozku ehgni- je
taktéZ pirozenou sotasti Zivota nizSich obratlougBastmeyer a kol., 1991; Matsukawa a
kol., 2004; Chernoff, 1996).

PoSkozené axony v dod@ CNS vysSich obratlovic (plazi, ptaki a savéd) ale
neregeneruji (Ramon y Cajal, 1928, podle Davidi89; Bastmeyer a kol., 1991; Keirstead
a kol., 1995) a posSkozeni igpbené Urazy nebo neurodegenerativnimi oneémdenm byva
proto ireverzibilni. Regenerativni potencial ovSeeurony CNS maji. Projevi se, pokud
dojde k odstragni prostedi vytvd&eného centralnimi gliemi a neurony se dostanoukadi o
glii perifernich (Richardson a kol., 1980; David Zguayo, 1981). Na této neschopnosti
regenerace ma podil jednak aktudlni stav @vmeuronu (tim je myslenargdevsim spravna
hladina cyklickych nukleotif), jednak faktory v&§Siho prostedi (Qiu a kol., 2000).iRinou
omezené regenerace aXxonCNS v souvislosti s okolim neuronu neni, jakskeymohlo zdat,
nedostatekiistovych faktoil, ale gedevsim fitomnost @istovych inhibitoé produkovanych
gliovymi buikami, jeZ regeneraci axdraktivre brani (Schwab & Thoenen, 1985). \isk
i okoli neuronu se vzajemrovliviiuji a maji na regeneraci neuronu sgolevliv. Inhibitory
totiz mohou nefimo blokovat zvySeni hladiny cAMP. Pokud jsou v$eurony vystaveny
ucinkam neurotropid (rastovych faktot) diive, nez zénou pasobit inhibitory (tzv.priming),
muze byt aktivita inhibitoi blokovana a visledku toho zvySena hladina CAMP a uméian
regenerace (Cai a kol., 1999).

Inhibitora zabraujicich axom rist existuje celéada a souvisi siftomnosti myelinu
nebo gliové jizvy. Jakoifklad Ize uvést proteoglykany s chondroitin sul§tmi postrannimi
ietzci (CSPGs) produkované gliovou jizvou, které maghibi¢ni vlastnostiin vitro
i v oblastech bohatych na CSP@svivo (Niederdst a kol., 1999; Bradbury a kol., 2002).
Mezi dalSi gliovou jizvou produkované inhibitoryelzadit semaforiny (nap semaforin-4D;
Moreau-Fauvarque a kol., 2003). Mezi inkitii proteiny produkované oligodendrocyty a
asociované s myelinem patieba efrin-B3 (Benson a kol., 2008) netrin-1 (Léw a kol.,
2008) a zejména MAG nfyelin-associated glycoproteinMcKerracher a kol., 1994;
Mukhopadhyay a kol., 1994), OMgpligodendrocyte-myelin glycoproteiwang KC a kol.,



2002a) a Nogo protein (Chen a kol., 2000; GrandPkél., 2000), u nichz sergdpoklada
nejwtsi inhibiéni aktivita. Nogo-A, jedna zéitizoforem Nogo proteinu, je typicky pro vyssi
obratlovce. U ryb a ocasatych obojzivelinikhybi, Zaby jsou v evoluci prvni skupinou,

u nichz byl Nogo-A identifikovan (Klinger a kol.0R4a). Zajimavé je, Ze receptory pro Nogo

VT

Mriviw s

axomi CNS a je spolu sifslusSnym receptorovym komplexem, signalni drahodaksimi
receptory hlavnim tématem nasledujicich stran. Méndélezitou sodasti této prace je
predstaveni &terych etologickych metod a jejich vystypjez se pouzivaji ip vyzkumu
souvisejicim s Nogo signalizaci. NejlepSimi pomkgnpii téchto testech se ukazali byt
laboratorni potkani a laboratorni mysi¢ckteré vysledky byly ziskany i na makacich a

kosmanech.



1  Nogo protein

Nogo je membranovy protein peti do retikulonovérodiny proteini (Reticulon
family) — proto je také zndmy pod nazvem Reticulon 4. Je kéalstejnojmennym gene
nogo (téz reticulon-4 neboRTNY), ktery byl spolu groteinem poprvé popsar roce 2000
(Chen a kol., 2000; GrandPré a kol., 2). Jsou znamy dalsfi retikulonové gen— RTNJ
RTN2aRTN3 jejichZ produkty sdileji stejnou doménu (RTN néhdD, reticulon homology
domair), ovSem jejich funkce organismu je vicemémeznamaQertle a kol., 2003¢

Nogo protein se vyskytu ve fech hlavnich , P>
izoforméach, které vznikaji alternativnim s@sem p— —I——
genuRTN4 Nogo-A, NogoB a Nog«C (obr. 1, \/ \/ A

Chen a kol., 2000).

B
Nogo-A svelkou pravdpodobnost VC

odpovida jiz dive popsanym proteiimn NI-35 a Obr. 1 Hypoteticky mechanismus tvorl

tiéi nogo transkripi — A, B a C, a tak
NI-250  u  potkah &  bN-220/NI-220  o3ny vznik ti elternativnich Nogo

u skotutlovéka (Chen a kol., 2000; Caroni izoforem — NogdA, -B a -C. P1 a P2
zna&i hypotetické promoton. (Prevzato

Schwd, 1988; Spillmann a kol., 199 z Chen a kol., 2000

1.1 Struktura Nogo-A proteinu a srovnani sostatnimi izoformami

Evolwkné konzervovanou sa@asti nejen Noc-A, ale i dalSich protein je RTN
doména (Oertle a kol., 2003ae spoléna vSemiem izoformam Nogo proteinu a vykazi
vysokou podobnost RTN doménami ostatnich protéimetikulonovérodiny. Sklada se ze
dvou hydrofobnich Usék o délce 35 a 36 aminokyselin (kazd nich prochazi fes
membranu), které jsou od st oddleny hydrofilnim segmentem sloZzenyi 66 aminokyselin
a proto nazvanym Nog66. RTN doménu tvd celkem 188 aminokyselin a patk ni
i poslednich péar desitek aminokyseli-konce pbr. 2; GrandPré a kol., 2000; Chen a k
2000; Oertle a kol., 2003a).

N-koncové domeény jsou oproti tomu mnohem méwmnzervované, maji velic
rozdilnou délku a aminokyselinové slozei riznych retikulonovych proteift (GrandPré a
kol., 2000; Dodd a kol., 2005U Nogo-A je Nkonec kddovan exonem 1 a tvtno sekvenc:

172 aminokyselinfobr. 2; Chen a kol., 200t Nasledovan je kratkou sekvenci kédoval



exonen?2. NejdelSi uUsek této izoformy tkiojeji stedni ¢ast, ktera je slozenaasi 800
aminokyselin a kddovana samostatnym exonem 3d@teena je Noc-A-specifické (obr. 2;
NiG-A20 (NogoA20) nachéazejici sefiblizné uprosted exonu 3, vozsahu aminokyseli
544—-725. Spolu sim hraje vyznamnou roli také jiz vySe popsana&a Nog-66 (Oertle a
kol., 2003c). Nogd je celkow slozeny 1163 aminokyselin a je tak nejdelsi izoforn
Nogo proteinyChen a kol., 200C

Exonl Exon2  Exon3 TM
~ Ih}c Nogo-A
| Extraceluldrni doména II RTN do}ména
"A0 T Nogo-s6

Obr. 2 Struktury i hlavnich izoforem Nogo proteir Zelert je ozn&en Usek kddovany exonem
ktery je identicky u Nog@k a Noge-B. U NogoA je navic kratka sekvence kdédovana exonem
naopak dlouhad sekvence kddovana exonem 8tl¢s\Beda), jejiz sauhsti je funkéni doména
NiG-A20 (A20, hréda Useéka). Sytle modrou barvou je vyzidan Nog«-C-specificky Nkonec.
Zarovei lze vidst RTN doménu spotemou Noge-A, Nogo-B i Nogo€ izoformam a sloZzenou ze dv
transmembranovych domén (TM, niell a hydrofilni smyky Nogc-66 (erverg). (Prevzato ze
Schwab, 2010 a upraveno.)

Izoforma Nogo-B 860 aminokyselinamie vyrazi kratSi, protoZze ni chybi exony
2 a 3. Nkoncovoucasti, ktera je identickéd exonem 1 u Nogd, navazuje fimo na RTN
doménu(obr. 2; Chen a kol., 2000; Oertle a kol., 2C). Nema tedy Zadnou specifick
sekvenci a P pouziti rekterych metod se proto stava neodliSitelnym od I-A (nag. pri
uziti AS Bianca protilatky specifické pro-konec, ktery je shodny u No-A i Nogo-B;
Huber a kol., 2002; Oertle a kol., 200:

NogoC je sestaveny ze 199 aminokyse(Chen a kol., 2000a je tak nejkrats
izoformou, jejiz Nterminalni Usek obsahujici pouze&kalik malo aminokyselin je napoje
rovnou na RTNdoménu (obr. 2). Tu izoformu vSak Ize, na rozdil od Nc-B, dolie odlisit
od zbylych dvou izoforem. Jeji -koncova doména je totiz Nogo<pecificka, protoze
koduje odlisny promotonez ten, kteryiidi syntézu primareh transkriph N-kondi pro
Nogo-A a Nogo-B @br. 1; Oertle a kol., 2003l
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1.2 Funkce Nogo proteinu, pedevsim izoformy Nogo-A

Hlavnimi a nejdlezit¢jSimi ulohami Nogo-A izoformy ve zralé CNS jsou iiice
raistu neurit a omezeni plasticity ve zdravé nervové tkani, wéroje jednim
z nejvyznampyjSich proteid zamezujicich regeneraci poéagch axori (Chen a kol., 2000;
GrandPré a kol., 2000; Oertle a kol., 2003c). Jdkkazy mohou poslouzit vysledky
nekterych pokus. Nagiklad podani Nogo-A-specifické protilatky blokujehp funkci, a
umoziuje tak funkni obnovu v dsledku zlepSené regenerace axfypicky protilatka IN-1;
Chen a kol., 2000; Schnell & Schwab, 1990, podlerCa kol., 2000; Bregman a kol., 1995,
podle Chen a kol., 2000; nebo jiné protilatky; lseber a kol., 2005; Freund a kol., 2009),
podobré funguji protilatky proti gkterym dalSim¢lenam signélni drahy (Lehmann a kol.,
1999; Fournier a kol., 2003). Sté&jwak mutantni mySi postradajici Nogo-A nebiktery
z dilezitych ¢lend signalni drahy prokazuji zvySenou regefieraschopnost (Dimou a kol.,
2006; Zheng a kol., 2005).

Tyto funkce jsou pro Nogo-A evalne nove a specifické a z tohoto faktu I1ze odvodit
souvislost s taktéZz evaloé novou N-terminalni doménou a Nogo-A-specifickyngiomem
spiSe nez s evaln¢ starSicasti proteinu (Dodd a kol., 2005). K tomuto tvrzgiispiva
i ZjiSténi, Ze ostatni retikulonové proteiny stejnou inénlbiaktivitu nevykazuji (GrandPré a
kol., 2000).

Extracelularni smka Nogo-66 hraje roli fgdevSim v degradaciistového kuzele
(Oertle a kol., 2003c). Jestlize je Nogo-66 blokow#Eebo pokud chybi receptor vazajici
Nogo-66, neni tento segment schopen vykonavat &vmost — fistovy kuZel nedegraduje,
naopak dochazi k elongaci axonu, formovani novythi\a tvorkE synapsi a po zréni mize
nastat funkni obnova (Li kol., 2004; Kim a kol., 2004).

Nogo-A hraje vyznamnou Ulohu také ve vyvijejiciGNS. Zde reguluje fipdevsim
migraci neurof nagiklad i rozvoji mozkové kry, kde je produkovan jak gliovymi
bunkami, tak migrujicimi i migraci dokativSimi neurony (Mathis a kol.,, 2010;
Mingorance-Le Meur a kol., 2007). ProtoZze se Nogbef® vyskytuje v fistovych kuzelech,
ovliviiuje takeé st neurifi a jejich ¥tveni a omezuje vzdjemnou adhezi akamtedy i tvorbu
svazki nervovych vlaken (Mingorance-Le Meur a kol., 20@¢&trinovic a kol., 2010).1Pin
vitro pokusech s knock-out mySmi byly ale ziskany dviSod vysledky: v prvnim ippact
byl pozorovan ndist patu vétvi (Mingorance-Le Meur a kol., 2007), ¥ipadt druhém doslo

k redukci ¥tveni a zarovié ke spojovani nervovych viaken do svazfPetrinovic a kol.,
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2010). Mingorance-Le Meur a jeho tym (2007) ovSemnzii Nogo-A/B/C mutantni mysi,
kdeZto k vyzkumu u skupiny Petrinovice (2010) bylyZity mySi s mutaci pouze v Nogo-A.
Dalo by se proto uvazovat 0 moznosti, Ze na regukdeeni se podili i jind z izoforem Nogo
proteinu — Nogo-B, fipadre Nogo-C, ktery by eventualndokazal chydjici izoformu
vykompenzovat. #¢inou vSak niZze byt také fakt, Ze kazdy pracoval s jinym typem
nervovych busk: Mignorance-Le Meur (2007) s kortikdlnimi neurprietrinovic (2010)
s neurony zadnich keni misnich.

Krome¢ vySe uvedeného souvisfifpmnost Nogo-A v poziSich vyvojovych stadiich
CNS s vytvéenim myelinu. U deficientnich mysi, kterym ckiylgen pro Nogo-A, doslo ke
zpozdni diferenciace oligodendrodyta tak i opozé&hé tvorlé myelinové pochvy (Pernet a
kol., 2008). Myelinizace ovSemigsto nakonec nastala. To namzm napowdét, Ze Nogo-A
neni jedinym proteinem, ktery tento proces aulife, ale Ze mu napomaha jefitka jina, a
Ze vznikaji kompenzai mechanismy.

Zda se, Ze tato izoforma ma je#talSi gidatné funkce, které se netykaji CNS, ale
jinych typid burgk ostatnich perifernich tkani, kkigladu fibroblast (Oertle a kol., 2003c).

Nogo protein ma navic specialni intracelularni algez souvisi zvlasts morfologii a
fungovanim endoplasmatického retikula (ER) za néminh podminek (Nogo-A; Voeltz a
kol., 2006) a jeho patofyziologii v souvislosti @wdcnym stresem (Nogo-B; shrnuto
v mini-review Teng & Tang, 2008).

Funkci Nogo-B je pathzejména pestavba cév a jeji regulace, tedy ovtinhmigrace
endotelialnich butk a burk vaskularniho hladkého svalstva a podpora adheme€kb
(Acevedo a kol., 2004). Ve spojitosti stim ma talli@ na opravu poramych cév a je
nezbytny pro obnovu spravného toku krve (Yu a K&00Q9). To by mohlo vysdlovat jeho
tak cetnou distribuci vdle organismu (viz dale).

Nogo-C nebyl doposudi#ladre prozkouman a zatim se o jeho funkci &mic nevi.

1.3 Vyskyt izoforem Nogo proteinu

1.3.1 Lokalizace v rAmci organismu

Jiz byloteceno, Ze Nogo-A je s myelinem asociovany inhibitstu neurih CNS, je
tedy Zejmé, Ze jeho vyskyt je charakteristicky pro mozeknichu. Vznikd ve zralé CNS
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nejen v myelinu tvieném oligodendrocyty (lokalizovan zejména na imhitadaxonalni a
vngjSi membras myelinové pochvy, nalezen i ®éch a vylZcich oligodendrocyt
GrandPré a kol., 2000; Chen a kol., 2000; Hubeolg R002), ale i v neuroneckekterych
casti mozku (GrandPré a kol., 2000; Chen a kol.0200sephson a kol., 2001; Huber a kol.,
2002; Hunt a kol., 2003), ahem vyvoje organismu také v oligodendrocytech (vsslosti

s myelinaci) a zvla&tv neuronech. Nebyl v8ak detekovan v gliové §ikolem ani pimo

v misg |éze. Zajimavé je, Ze Northern a Western blot ymyatlokazuji pitomnost nizSich
hladin Nogo-A také v srdci a ve varlatech (obrHBiper a kol., 2002). Déale se vyskytuje ve
vyvijejicich se kosternich svalech, ne vSak v dlosti (Josephson a kol., 2001; O'Neill a
kol., 2004).

Bylo zjisttno, Ze mnozstvi exprimovaného Nogo-A v oligodengtech se po
traumatické lézi v mozku nebo miSe signifikantmentni, tedy nezvySuje ani nesnizuje
(Huber a kol., 2002), oproti¢kterym jinym gitomnym latkam, nap MBP (myelin basic
protein), u rehoz po lézi dochazi v &itych ¢asovych intervalech nejprve k Ubytku, poté
naristu a optnému sniZzeni hladiny na Uraverovnatelnou se staventep vznikem léze
(Bartholdi & Schwab, 1998).iPstudii nedotena tk& v okoli 1éze dal produkovala Nogo-A
v normalnim mnozstvi, a podilela se tak na inhilegenerace. Infiltrujici biky plnici oblast
léze ani biky gliové jizvy tento protein nevytvély, a nendly tak na inhibici Zadny vliv
(Huber a kol., 2002). Jiné studie ovSem odhaliéybiiky obklopujici 1ézi v miSe vykazovaly
narist Nogo-A, Iéze samotna byla pro Nogo-A negatiwhir(t a kol., 2003; Wang X a kol.,
2002).

Nogo-B je také velmi roz&ny v CNS, ovSem stgjntak v nervovém systému
perifernim a je také sdasti dalSich perifernich tkani. Nebyl vSak detekovéosternim
svalstvu (obr. 3). Nogo-C je vyznamniedevsim v perifernich tkanich — je silexprimovan
v kosternich svalech, kde v dégpsti nahrazuje Nogo-A, a v menSiimitaké v srd&im
svalstvu a mozkové a misni tkani (obr. B).situ hybridizace prokazala jehorifpmnost
napiklad také v KZi ¢i strevnim epitelu. | tyto d¥ izoformy byly nalezeny v nervové
sousta¥ jak dosgle, tak vyvijejici se (Huber a kol., 2002; Cheno& ,k2000).

Pomoci in situ hybridizace, i které byly pouzity sondy komplementarni
k Nogo-A-specifické sekvenci a k sekvenci sdilerugddA, Nogo-B i Nogo-C, se prokazalo,
Ze ani jedna zefit izoforem se nenachézi v astrocytech, Schwannovyaikach ci
ependymocytech mozkovych komor a miSniho kanélse@uson a kol., 2001).

Exprese Nogo-A v jinych nez nervovych tkanichizanoroda lokalizace dalSich Nogo

izoforem, naznéuje, Ze krom hlavni ulohy, kterou je inhibiceistu axo u Nogo-A, ma
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Nogo rodina proteifn velmi pravapodobr jeS€ dalSi gidatné fyziologicke funkce. Izoformy

Nogo-B a Nogo-C ale zatim nejsou dostatgprozkoumany (Huber a kol., 2002).
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Obr. 3 Exprese i izoforem Nogo proteinu vienych typech tkani dosigho potkana zjigha
Western blot analyzou. Nogo-A je nejvice exprimovamozku a pat@&i miSe a v malém mnoZstvi
také ve varlatech a srdci. Prouzek aarg hwzdickou predstavuje nespecificky signal. Nogo-B byl
detekovan tégi ve viech uvedenych typech tkani, tedy mozku ipateiSe, varlatech, srdci, plicich,
jatrech, slezi# a ledvinach. Kosterni svaly nevykazovaly znamkiyomnosti této izoformy. Oproti
tomu exprese Nogo-C je nejsiji pra v kosternim svalstvu, v malé faije lokalizovan také
v mozku, patini miSe a srdmi tkani. (Revzato z Huber a kol., 2002 a upraveno.)

1.3.2 Lokalizace v ramci buiky

Nogo-A je transmembranovy protein, jehoZigitod ges membranu a kotveni v ni
umoziuji dva hydrofobni Useky na C-konci, které jsoucssti RTN domény. Sekvence
Nogo-66 lezici mezi nimi je exponovana do extrdéehiho prostoru (GrandPré a kol., 2000;
Oertle a kol., 2003c) a ste&jrtak i N-konec se sekvenci specifickou pro Nogoehr( 5;
Oertle a kol., 2003c; Dodd a kol., 2005). ®Obsto oblasti s inhikini funkci ¢ni do
meziburgcneho prostoru, a proto se lze domnivat, Ze jepdeptory se nachazi taktéz mimo
buiku. Souwasti Nogo-A proteinu je také intracelularni C-kovidast, ktera uvnit buiky
asociuje s ER a Golgiho komplexem (GrandPré a RBDQ; Oertle a kol., 2003c).

Ukazalo se, Ze specificky N-koncovy regiomiza byt vystaven i do cytosolu na
intracelularni strafhcytoplasmatické membrany (obr. 4; GrandPré a ROI00; Oertle a kol.,
2003c). To podporuje hypotézu, Zze Nogo-A se vygkytejmér ve dvou odliSnych
membranovych topologiich (Oertle a kol., 2003c; @od kol, 2005). Zarove lze
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predpokladat pravdEpodobnou existenci ffatnych
funkci a gitomnost dalSiho, tentokrat intracelularni

extraceluldrni prostor

receptoru vazajiciho Nogh- nebo lumen ER

Tento protein ale nemusi byt ukotven PO cytoplasmaticks membréna
; L. ; nebo membrana ER
v povrchové membran buiky, nybrz i \ membras
. . cytosol
ER (obr. 4). Tahlemoznost je pro oligodendrocy C

dokonce mnohemtasgjsi (GrandPréa kol., 2000;
Chen a kol., 2000; Oertle a kol., 2003c; Dodd a,|

2005). |zdese uplatuje topologie cytosolickou !

N-terminalni doménou. No-66 se v tomto fpack
o 3 Obr. 4 Model pedpokladan:
naléza v lumen ERGrandPré a kol., 2000; Dodd struktury Rtn rodiny proteiy jejim
kol., 2005). ¢lenem je i Nog-A, a zarové ledna
Z jejich  moznyh topologii. Cerrg
V souvislosti gaznymi iopologiemi a moznym jsou oznaeny hydrofobni domén
prochazejici skrz cytoplasmatick
membranu nebo membranu E
transmembranovy NogA-nema Zadnou specifickc zelere  pak  sekvence  No-66
vyénivajici  do  extracelularnif
signalni sekvenci pro zabudovani do membi prostoru nebo lumen ERCervené

. . . kiivka predstavuje +konec a fialova
(GrandPré a kol., 2000; Chen a kol., 2000; Oert oo 0 oménu, ob

kol., 2003c; Dodd a kol., 20), a fadi se tak ke exponované do cytoso (Prevzato
z GrandPré a kol., 2000 a uprave)

umisénim VER je zajimavé zjighi, Ze

skupingé zvlastnich proteiin, které pouzivaji nepolar
sekvenci jako signalni kotvu. U Nc-A se jedna
o rekterou z Ckoncovych hydrofobnich dome(Oertle a kol., 2003c; Dodd a kol., 20(
VySe uvedend zji8hi se tykaji pedevsSim oligodendrodyt na nich: byl vyzkum
provacn.
Za pouziti fiznych metod bylo dale vyzkoumano, Ze N-B a Nog(«-C také prochazi

skrz membranu a nachazeji se na povrchih(Dodd a kol., 2005).
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2 Receptory pro Nogo protein

Jiz z existencetznych topologii Nogo-A proteinu a z faktu, Ze jeZzan z ®kolika
¢asti sice s podobnou funkci, aléspbici pes odliSné mechanismy, tteme soudit, Ze
receptoéi pro tento protein je v organismuifomno vice typ. Ne vSechny se vSak dodnes

poddilo identifikovat.

2.1 Nogo receptorovy komplex a signalni draha

2.1.1 Nogo receptor

Dosud nejprozkoum&jsim receptorem v souvislosti s Nogo-A signalizgciNogo
receptor (NgR¢i NgR1, tézreticulon 4 receptor o délce 473 aminokyselin. DalSim
synonymem pro & je Nogo-66 receptor, protoZe interagujéegevsim s extracelularni
smytkou Nogo-66. Tato vazba zproéstkovava degradaciastového kuzele, a tak zahtge
rastu axom a znemo#uje jim regenerovat (Fournier a kol.,, 2001). Jestlje geruseno
spojeni mezi Nogo-66 a NgR nebo je receptor akbltokovan protilatkou, neurony se stavaji
necitlivé k Nogo-66 segmentu a mohou byt schoisyura regenerace (Fournier a kol., 2001;
Fournier a kol., 2002t.ee a kol., 2004). Naopak citlivost neuéiok Nogo-66 lze navodit
ungle, kdyZ se nervova tkaktera NgR normakhnevytvai, donuti tento receptor exprimovat
(Fournier a kol., 2001). &teré studie ziskaly za pouziti NgR deficientniciiSimpodobné
vysledky jako pi akutni blokaci receptoru (Kim a kol., 2004; Le&da., 2004). OvSem jiné
prace dokazuji, Zze nedochazi-li k expresi NgR whktmlobém re&itku, efekt vyrazs
zlepSenéhoustu a Sieni axori se nedostavi a axony neregeneruji (Kim a kol.42@beng a
kol., 2005; Chivatakarn a kol., 2007).akeme tak pedpokladat vytvieni kompenzénich
mechanism nezavislych na tomto receptoru a souvisejicigfperh neuronu a oblasti CNS
(viz rozdilné vysledky najklad v praci Kim a kol., 2004).

NgR se nachazi v nervovychiiikach CNS na povrchuistoveho kuzele axdna tato
lokalizace odpovida jeho funkci. Nebyl detekovaoligodendrocytech (Fournier a kol.,
2001; Wang X a kol., 2002). K cytoplasmatické meambrje pipoutan glykosyl-
fosfatidylinositolovou (GPI) kotvou; paténe proto sotasti membranoveho raftu. Jedna se

o protein bohaty na aminokyselinu leucin, kterdvgeho sekvenci velmiasto opakuje
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(leucine-rich-repeat proteinLRR; Fournier a kol., 2001). Konkrétpde o usek osmi LRR
segment ze stran obklopenych N-koncovou LRR (LRRNT) a @vi@alni LRR (LRRCT)
doménou. Na uplném N-konci mé jesignalni sekvenci a mezi LRRCT a mistem GPI kotvy
se nachazi unikatni sekvenagpzné 100 aminokyselin (Barton a kol., 2003). Bylo zjis,
Ze pro vazbu Nogo-66 k receptoru a zajisplné funknosti je vyZadovano vSech osm LRR
domén i LRRNT a LRRCT domeény (Fournier a kol., 2002

NgR vaze krord Nogo-66 také myelinové inhibitory OMgp (Wang K&al., 2002a)

a MAG (Domeniconi a kol., 2002; Liu a kol., 2002) stejnym vyslednym efektem. MAG ma
ale jest vyssSi afinitu k homolognimu receptoru NgR2, kt¢eytaké exprimovan v CNS
(Venkatesh a kol., 2005). Kramrmého existuje jet dalSi gibuzny receptor NgR3, ale ani
jeden z &chto dvou homolognich receptonevykazuje, navzdory velmi podobné strutktu
Zadnou afinitu k ostatnim NgR ligaimd (Barton a kol., 2003).

V nedavné dob byl nalezen i dalSi ligand pro NgR — s myelinemasteiovany
protein BLyS B lymphocyte stimulatyrjenz zgisobuje, podobhjako myelinové inhibitory,
avSak nezavisle na nich, degradaci a inhihistu axori. Vyuziva i tom nejspiSe stejnou
signalni drahu. (Zhang a kol., 2009).

Krome toho jsou tento receptor spolu s NgR3 zationeeeptory pro chondroitin sulfat
proteoglykany (CSPGs) — inhibitory produkovandékami gliové jizvy (Dickendesher a kol.,
2012). Toto i vySe uvedend zjiat prispivaji ke zdrazreni komplexity celého inhilsniho
systému.

NgR se vyskytuje v nervovych bkéch, ovSsem ne ve vSec¢ldstech CNS. kkteré
oblasti tento receptor neprodukujfepto je u jejich neurdnregenerace inhibovana. Z tohoto
divodu Ize uvazovat offiomnosti je&t dalSich receptdr které jsou schopny Nogo-66 nebo
dalSi zmigné inhibitory vazat (Hunt a kol., 2002; Josephsdila, 2002). Josephson a kol.
(2002) také nazrtaji moznou souvislost Nogo signalizace s paniNogo-A mRNA a NgR
MRNA jsou totiz sil@ exprimovany i v oblastech s pémé vysokou plasticitou jako je
napriklad hipokampus. Ten je zaravetrukturou dlezitou pra¥ pro pandt’.

2.1.2 Receptorovy komplex a signalni draha

NgR postrada transmembranovou domeénu, avSak sigugi byt gjak prenesen do
cytoplasmy axonu (Fournier a kol., 2001). K tomaugi s NgR asociované membranove

proteiny: neurotrofinovy receptor p75 (Wang KC d.k&002b; Wong a kol., 2002) nebo
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TROY (tumour necrosis factos- receptor superfamily member ;18ark a kol., 2005) a
LINGO-1 (LRR and Ig domain-containing, Nogo Receptor-interac proteinn Mi a kol.,
2004; obr. 5).

Tyto koreceptory pak aktivuji nasleduji¢ieny signalni drahy, kterymi jsou mala
GTPaza RhoA, jeji efektorovy protein ROCRHo-associated kinas®br. 5) a dalsi, jez
vedou k destabilizaci aktinového cytoskeletu; takZzendojit k degradacitistoveho kuzele
(Fournier a kol., 2003; Lehmann a kol., 1988edertst a kol.2002; Montani a kol., 2009).
Pouzitim blokatar komponent z této signalni drahy lze zamezit deggiadstového kuzele, a
tak umoznit axoam rist, Sfit se a regenerovat a obnovit jejich funkci. Apléoy byly
nagiklad C3 transferaza proti RhoA (Fournier a kolQ02; Lehmann a kol., 1999
Y-27632 protilatka inaktivujici ROCK (Fournier alko2003). Prvni jmenovany blokéator
vivo neusgl ve zlepSeni irstu neuriti kortikospinalni drahy, avSak druha latké pyuziti
stejného typu neurdnin vivo umoznila regeneraci axéna urychlila obnovu lokomoce
(Fournier a kol., 2003). Na zakkadohoto rozdilného vysledku seudeme domnivat, Ze
ROCK komponenta je mémahraditeln4 neZz RhoA i vySe postavé&ehové signalni drahy,
jejichz nedostatek je kompenzovan jinymi proteiny.

Protein Racl je, stejnako RhoA, mald GTPaza regulujici stabilitu cykisku a je
v procesu degradacéstového kuZele také zapojenyisBbi antagonisticky oproti RhoA a
jeho girozené utlumeni tuto degradaci podporuje (Niedeadsol., 2002).

Krome této drahy ma velky vyznam také &ma hladiny cAMP (Cai a kol., 1999; Cai
a kol., 2001) a uvabvani vapniku z intracelularnich zasob do cytogohlr. 5; Bandtlow a
kol., 1993).

2.2 PirB receptor

Jiz bylo uvedeno, Ze musi existovat dalSi mechanisezavislé na NgR, a tedy
vyZadujici jiné typy receptar Jednim takovym je receptor PirBafred immunoglobulin-like
receptor B obr. 5) lokalizovany v neuronech ¢kterych oblastech CNS (Syken a kol., 2006)
a exprimovany ve zvySené faipo zratni michy¢i optického nervu (Zhou a kol., 2010;
Wang a kol., 2010; Cai a kol., 2012). S vysokowitdu se k 8mu vaze jak Nogo-66
segment Nogo proteinu, tak myelinové inhibitory MAGOMgp. Z tohoto poznatkutrheme

PirB receptoru fisuzovat schopnost degradovéstovy kuzel, a tak inhibovatist axori.
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Tato vlastnost také byla dokazana blokaci PirBpte pomoci protilatky anti-PirB.1, kdy
mira degradaceistového kuzele byla znat&lmizSi (Atwal a kol., 2008). V jiné studii doSlo
odstragnim genu pro PirB u mutantnich mysi ke zlepSenstgidy synaptickych spojeni
ve zrakoveé kie. PirB tedy hraje roli negativniho regulatoru ptasgy CNS (Syken a kol.,
2006). Resny mechanismus jehdgobeni ale prozatim znam neni.

Na degradaci iistového kuzele a inhibiciastu neurit zpisobené myelinovymi
inhibitory se podileji oba receptory PirB a NgRwAat a kol., 2008). To fize vys¥tlovat,
pro¢ v pracich Kim a kol. (2004) a Zheng a kol. (206Burony kortikospinalni drahy nebyly
po odebrani genu pro NgR schopny regenerovat. §l¥sijSi regeneradin vivo bude tedy
patrré nutné zamezit ysobeni obou dvou recepitorZatim vSak neni jasné, zda funguji
paralelt nebo vzajem spolupracuji. PirB je mozna kterych ¢astech CNS dokonce
dulezitéjSi nez NgR, ktery pak slouzi jako dopjici zprostedkovatel této inhibice. Bylo
prokazano, Ze odstrami genu pro NgR fri¥e jeSt vice zmenSit inhibici, ktera jiz byla
zmirrgna anti-PirB.1 protilatkou proti PirB receptoruoRrokaci akutni degradacéstového
kuzele v3ak udajnstai inaktivace pouze jednoho z nich (Atwal a kol.02)

2.3 DalSi receptory

Protoze Nogo-A ma kroéndegradaceustového kuzele navic dalSi funkce vazané na
jiné ¢asti této izoformy, jeiejmé, Ze musi existovat jésicjaky Nogo-A-specificky receptor.
Mozna jim je GPR50QG protein-coupled receptor »0receptor sfazeny s G proteinem. Bylo
prokazano, Ze tento receptor interaguje s neuromdNopgo-A a Ze oba proteiny se nachazi
v synapsich CNS. Pokusy aléekvapiw odhalily, Ze nad@rna exprese GPR50 vede ke
zvySenémutstu neuriti a ma tedy opmy efekt nez nadprodukce Nogo-A (Griinewald a kol.,
2009). O vSech funkcich &sném fisobeni tohoto receptoru se zatim vi jen velmi malo.

Byl identifikovdn také receptor NgBRN¢(go-B specific recepthr ktery tvdi
specifickou vazbu s Nogo-B izoformouu(dzita je zejména sekvence aminokyselin 180 az
200 mezi N-koncem a RTN doménou). Receptor byl\arjev krevnich cévach a tato jeho

lokalizace souhlasi s vyse uvedenymi funkcemi NBgdiao a kol., 2006).
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Obr. 5 Zjednodu3ené schéma zn&agici vzajemné vztahy mezi ligandy, jejich receptardalSim

¢leny signalni drdhy vedouciinhibici rastu a regenerace axonNogc-A prochazejici membranc

oligodendrocytu nebo neuronu vaze svoji extraceiildNog-66 doménuk Nogo-66 receptoru
(NgR1), jeZ je kmembrag pripoutdm GF-kotvou. Spolu sransmembranovymi proteiny LINC-1 a

p75/TROY tvdi receptorovy komplex, ktery dale aktivuje ristovém kuzZelu neuronu solubi

proteiny RhoA a ROCK Zjsobujici destabilizaci ainového cytoskeletu. Kroéntoho je fragmen

Nogo-66 schopen vézat sedceptoru PB. Pokr&ovani této drahy vSak zatim neni znamo, st

jako receptor vazajici Nogo-specificky NiGA20. Nazn&ena je také souvislost se signaliz

vapenatych iorit (C&"). (Prevzato ze Schwab, 2010 a uprav)
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3  Studium Nogo signalizace

Pomoci tiznych metod lze izolovat ia vitro studovat jeden konkrétni protein a jeho
pusobeni. Studiéen vivo nam naopak umabiji vidét protein v SirSich souvislostech (vyteai
kompenzanich mechanisinpii jeho nepitomnosti, interakce s vice vazebnymi partnery; vli
dalSich faktolt apod.). Oba fistupy byly a jsou vyuzivanyipvyzkumu Nogo signalizace.
S pomoci behavioralnich metod se sleduje chovaatpnka nebo lokomoce laboratornich
zvirat po akutni blokaci anebo genetickém odsinati dlouhodobé inaktivaci Nogo-A, NgR
i dalSich¢lena signalni drahy, fpadreé funkéni obnova po umle vytvorené 1ézi v CNS, a
srovnhava se stymiz vlastnostmi iati kontrolnich, ktera tuto modifikaci neprtdala.
Zajimavé poznatky poté ime p@inést porovnaniin vitro a in vivo studii s podobnou
tématikou.

Zbyvajici cast této prace jeémovana pedevsSim behavioralnim tést zangfenym na
uceni a part’ a uloham vyznamnym v kontextu schizofrenie u Ndgéicientnich modél a

zvitat s akutni inaktivaci Nogo-A proteinu.

3.1 Nogo-A a jeho pitomnost v hipokampu

Nogo-A je lEhem vyvoje ve velké mé exprimovan neurony (Josephson a kol., 2001).
Po narozeni jeho neuronalni exprese obvykle klesdér a kol., 2002), coz ale neplati pro
neurony, které si uchovavaji peémé vysokou plasticitu tvorby synaptickych spojeni
i v dosgglosti. Mezi takové pdt i nervové biiky hipokampu (Meier a kol., 2003; Mingorance
a kol., 2004).

V hipokampu se Nogo-A vyt¥av pyramidovych bitkkach a interneuronech (Huber a
kol., 2002). UdrZuje zde rovnhovahu mezi synapticktasticitou a stabilitou, tedy zaluge
nadn&rné tvorkE synapsi a vytvi@né synapse stabilizuje. V plastickéniti se neuronalni siti
je jista uroveé stability pro spravné fungovani nutna (Zagrebelakiyol., 2010; Delekate a
kol., 2011). Zarovie ve zdravém dos{ém hipokampu pottaje dlouhodobou potenciaci
(LTP, long-term potentiationDelekate a kol., 2011). Konkrétie za to zodpatdna Nogo-66
smyka Nogo-A proteinu, kterA& ovSem neowiije presynaptické uvbbvani

neurotrasmiter, nybrz mechanismus postsynapticky (Raiker a R6I10).

21



Na hipokampu zavisiipdevsSim prostorovécani a prostorova paim (O'Keefe &
Dostrovsky, 1971). Tyto schopnosti, a zejména hejaepSenici zhorSeni, se zkoumaji
pomoci tfiznych behavioralnich metod ptavaké u Nogo deficientnich zZat a model
s akutni blokaci tohoto proteinu.

Pro panit’ je sice nejdlezitéjSi strukturou hipokampusgasténé se vSak na ni podili

i jiné ¢asti mozku, pedevsSim pkteré oblasti mozkovétky.

3.2 Nogo protein a behavioralni metody za#fené na &eni a panét’

Nogo-A stabilizuje synapse a snizuje prgwaddobnost LTP. KdyZ se u potkan
zmirnilo paisobeni Nogo-A proteinu vlivem specifické protilatky C7 nebo se mu zamezilo
odstragnim genu pro Nogo-A, hipokampalhiTP vznikala snadji a byla silrgjSi. Ve
druhém pipadt byl efekt powkud slabSi nez po akutni blokaci (Delekate a k&011).
Pravd@podobr se vytvdily kompenz&ni mechanismy.

Diky témto zjiSe€nim ma ¢lovék tendenci pedpokladat, Zze neutralizaci Nogo-A
néjakou protilatkouci deleci genu pro Nogo-A se zdokonali gdma zvfata si tak rychleji
osvoji ulohy zarstené na teni. Jak ovSem napovidajickteré vysledky z tznych
behavioralnich test(viz dale), ne vzdy domémka odpovida prawda rekdy tomu miize byt
piesré naopak. A tak se zda, Zze mnoZzstvi Nogo-A vyskgiuge ve zdravém dospm
hipokampu je nastaveno na optimalni Utoygottebnou pro udrzeni spravné synaptické
plasticity a zvySendi sniZzeni jeho expresete mit za nasledek patologické &m.

3.2.1 Morrisovo vodni bludisg

Morrisovo vodni bludisté (MWM, Morris water mazgMorris, 1984) je prostorova
tloha Siroce vyuZivan&ipvyzkumu pisobeni iznorodych farmakologickych latekiipadre
vlivu mozkovych 1ézi, na pa#ti a prostorové a kognitivni schopnostiiagich modéi.

Bludist (tzv. mazé je tvareno kruhovou nadrzi namou vodou o teplétasi 25 °C,
pod jejiz hladinou je schovany zachrannyipgk (tzv.platform). Je vyrobeny z ihledného
plexiskla, do vody se navidigavaji netoxicka firodni barviva (dive také mléko), aby se tak
pojistilo, Ze ho zwe opravdu neuvidi. Umisvan je dostataé daleko od sedu i sény
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nadrze, nejastji doprosted jednoho z jejich kvadrantOstiivek ma v nejasgji pouzivané
variang (zantrené na referémi pantt’) stabilni polohu a #ni se mista startu.

Ukolem laboratorniho potkargamysi je nadit se vyhledavat skryty osivek a vylézt
na rg¢j. Musi se orientovat vizuan pomoci fiznych orientanich bod (tzv. cues
nachazejicich se v experimentalni mistnostt Wudis€ a zapamatovat si je, a tak si
zmapovat prostor. Zié je do vody vypousho od okraje nadrze a odebirano z lostu.
Pokud se mu nepotladosahnout cile dofedem stanoveného limitu, je na dstk navedeno
experimentatorem a aZz poté z bluglidtlebrano.

Pt testovani je nejlezit¢jSi urceni doby latencetés od vypushi zvirete do nalezeni
ostrivku), velmicasto se zjifuje i délka uplavané drahy. dtt se ale mohou i dalsi veiny
jako napiklad tigmotaxe (jedna se o typické instinktivnioghni Uzkostnych ziat nebo
potkari s poSkozenymi prostorovymi schopnostmiiema je jako doba stravena wrst
nadoby), poditasu straveného v cilovém kvadrantu stoadgtem, pimérna rychlost plavby a
dalsi.

KdyZ si zvie osvoji ulohu, je mozné ho otestovat v bludisti bstivku (tzv. probe
trial), jestli si pamatuje jehotdpodni polohu. V tom fipact se zjifuje potencialni doba
latence ¢as do prvniho protnuti mista, ve kterémediim ostiivek stal), pipadré cetnost

protnuti (kolikrat by zvie bylo schopno nalézt oétek, kdyby tam stéle byl).

V souvislosti s Nogo proteinem byly prowéy vyzkumy, kdy po 24 hodinach po
traumatickém posSkozeni mozku (postizen byl hipokasn@le i jiné oblasti mozku) byla po
dobu 14 di podavéana protilatka proti Nogo-A, konkréth1C7 (Lenzlinger a kol., 2005)
nebo 7B12 (Marklund a kol., 2007). Byly porovnavatyii skupiny dosplych potkar
kmene Sprague-Dawley: s faleSnym poskozenim mozkané&olni protilatkou, s faleSnym
poSkozenim mozku a protilatkou 11C7 (resp. 7Bl12jawmatickym poSkozenim mozku a
kontrolni protilatkou, s traumatickym poSkozenimakwo a protilatkou 11C7 (resp. 7B12). Po
¢tyfech tydnech prokazovaly skupiny s traumatickym paskim mozku delSi latence
nalezeni ostivku nez skupiny s poskozenim faleSnym (kognice tkggd bez mozkového
poSkozeni nebyla ovlivma podavanymi protilatkami). U skupin s traumatiokgoskozenim
byl ovSem zaznamenan signifikantni rozdil meémits neutralizaci Nogo-A proteinu, u nichz
se prokazalo &tSi zlepSeni, & kratSi latence, a tedy rychleji nachazeli dgek, nez zviata
kontrolni. V rychlosti plavani a délce uplavané syrase skupiny mezi sebou nijak
neodliSovaly (Lenzlinger a kol., 2005; Marklund @.k2007). Marklund a kol. (2007) navic

pozorovali u skupiny potkdin s traumatickym poskozenim mozku a protilatkou 7B12
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zvySenou expresi proteinu GAP-4grgwth-associated protein-43v hipokampu oproti
skupirg kontrolni. Tento protein jetdeZity regulator axonalnihaistu a neuronalni plasticity,

je piitomen v fistovych kuzelech a neurondlnich spojigihdm synaptické remodelace a
neuronalniho pteni (shrnuto v review Benowitz & Routtenberg, 1998ho zvySena exprese
po traumatickém poskozeni mozku je prguablobrt prosgsSna. Bylo dokazano, Ze jeho
vySSi exprese pozitignkoreluje s behavioralni obnovou (Hulsebosch a, K®98). ZvySena
exprese GAP-43 tak moZnéredstavuje novy molekularni mechanismus pro zesileni
kognitivni obnovy po traumatickém poskozeni mozkarogtedkované inhibici Nogo-A
proteinu (Marklund a kol., 2007).

Gillani a kol. (2010) vyuZili tlohu MWM pro zjighi, zda blokace funkce Nogo-A
ovlivni kognitivni schopnosti Long-Evans potkapo ungle vyvolané mozkové mrtvici.
Protilatka 11C7 proti Nogo-A byla podavana po ddudni s p&atkem jeden tyden po
mrtvici. Bylo provedeno srovnanii tskupin starych zvat (wk 18 nesia): zdravi jedinci, po
mrtvici s kontrolni protilatkou, po mrtvici s 11Qtotilatkou. Ukazalo se, Ze skupina, kterd
procklala mozkovou mrtvici a dostala 11C7 protilatkulaogchopna Ulohu zvladnout 1épe nez
skupina po mrtvici s kontrolni protilatkou; nejryeji se vSak tila zvirata zdrava. # hledani
ostrivku byly ok skupiny po mrtvici méh presné nez jedinci s neposkozenym mozkem.
Tytéz dw postizené skupiny se také vipéhu pokusu chovaly vice tigmotakticky; na konci
pokusu se vSak tigmotaxe u vSech skupin vyrovidlarobe trialu ani v testu zkoumajicim
pracovni par®’, pii kteréem se kazdy den ¢émila poloha osfivku, se ovSem vykon
jednotlivych skupin nelisil (Gillani a kol., 2010Zda se, Ze imunoterapie zastavujici
fungovani Nogo-A napomahd k rychlejsi kognitivninot® po mozkové mrtvici. Nicmeén
autdi usuzuji, Ze mrtvice nem&ipSny vliv na prostorovou pracovni p&ti

Prekvapivych vysledk ovSem bylo dosazenoftip deleci genu pro Nogo-A
(tzv. knock-out modely, KO). Takto geneticky mokdvané mysi v MWM neprokazovaly
Zzadné signifikantni rozdily ve srovnani s kontroihjedinci. Ol skupiny se Ulohu dily
stejreé dolre, KO mysSi neprojevovaly jakékoli abnormality v prorovém teni (Willi a kol.,
2009). Dlouhodob utlumena exprese Nogo-A proteinu pdtrryvolava (zvySenou) tvorbu
jinych latek s podobnou funkci, které jsou schopmy zastoupit a jeho ztratu tak
kompenzovat. Vlivem toho nemusi dojit k Zzadnym [mgjickym projevim, jak prokazali
Willi a kol. (2009) v souvislosti s prostorovyndenim a paréti.

Zjistovany byly také kognitivni funkcetipdvojité deleci genu pro Nogo-A i Nogo-B
po mozkové Iézi (Marklund a kol., 2009). Porovngse nasledujici skupiny mysi: geneticky

nemodifikované (wild-type, wt), heterozygoti v obmeformach (Nogo-A/B"), homozygoti
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v obou izoformach (Nogo-A/B) a kazda z&chto skupin byla jestrozdslena na d¥ podle
toho, jestli proSla faleSnym, nebo traumatickymkoa&nim mozku. Obeénize fici, Ze ti
s faleSnym poskozenim zvladli dlohu lépéiliuse rychleji a dosahli podobnych vyslgdk
Mezi wt jedinci a heterozygoty s traumatickou lémbyl pozorovan zadny signifikantni
rozdil, ovSem homozygotni mysSi s deleci v obou ammfach po traumatickém poskozeni
mozku ngly delSi latence dosazeni astku nez ob tyto skupiny (a zaroweu nich obnova
motorické funkce probihala déle, a byla tak opoZl Marklund a kol., 2009). Protoze
u Nogo-A/B" mysi po mozkové 1ézi doslo k mensi ob&iowotorického i kognitivniho
deficitu nez u wt a heterozygos traumatickym posSkozenim mozku, prgwadobré Uplne
neplati mivodni hypotéza Kima a kol. (2003), Ze absence Naf-zvySuje axonalni
regeneraci a zlepSuje obnovu. Afitonavrhuji, Ze dvodem nf@ize byt souvislost
s hypomyelinizaci, ktera uda&mu mySi nastava po zrém mozku. Rozdilné vysledky mohou
byt také zafic¢inény jinym typem zra#éni CNS: Kim a kol. (2003) poskodili p&té michu,
Marklund a kol. (2009) zjsobili traumatické poSkozeni mozku. DalSi odliShost st&i
testovanych zvat: Kim a kol. (2003) zkoumali mladé mysSiékv 7—14 tydri), Marklund a
kol. (2009) mysi zestarlé ¢k 12 nesiai). Vyznam tak mize mit i vyvojovy aspekt, pro stara
zvirata nemusi byt oproti mladym delece Nogo-A/B praieiyhodna. Kroni toho mize hrat
roli také genetické pozadi: kazdy tym pouZil jinjnédn mysSi. Nelze ani vyl@it, Ze
v regeneraci a obnévje rgjakym zpisobem zapojend i Nogo-B izoforma. V porovnani
s vysledky prace Willi a kol. (2009), kde byl paukogo-A KO model a tito jedinci se
neodliSovali od ostatnich skupin, Marklund a k@0@9) ukazuji, Ze skupina mysi s dvojitou
deleci gefi pro Nogo-A i Nogo-B ma horsi projevgeni nez zbylé skupiny mysi.

Zajimava je prace Masliah a kol. (2010), kterazu@ moZnou spojitost mezi funkci
Nogo proteinu a Alzheimerovou chorob@izheimer’s diseasé\D). Zde doslo k odstrani
geni dokonce vsSechiitizoforem Nogo proteinu (Nogo-A, Nogo-B i Nogo-Qarove byl
vloZen transgen APRaknyloid precursor proten ktery zgisobuje fenotyp podobny AD fiP
vyvoji AD totiz dochazi k akumulacifframyloid proteinu v synapsich. Tento protein $easi
pusobi toxicky na neurony, které degeneruji (Nathoh, R012). V péateni fazi rozvoje
nemoci dochazi nejen k rozpadu synapsi, ale zark@ekompenzénimu puweni neurit. To
pokratuje i v dalsim pkb¢éhu nemoci, avSak v pogdim stupni uz spiSe figpiva
k neurodegenerativnim proées (Geddes & Cotman, 1991, podle Masliah a kol.,0201
Pweni neurii mize byt tedy jak prosiiné, tak i Skodlivé. ftomnost tohoto pieni
napovida, ze jibéh AD (a zejména jeho rana faze) mozna souvisigpsaMogo proteinem

jakozto inhibitorem axonalniho peni. Cilem prace tak bylo zjistit, zda deletsgo zmeni
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prabéh této nemoci (Masliah a kol., 2010). AD postihpjednostd hipokampus, proto se
projevuje pedevsim zhorSujici se patha problémy s kognici (Bures & Fenton, 2000).\Byl
vytvoieny transgenni mysSi produkujici APP a &mré postradajici geny pro Nogo-A/B/C
(APP Nogd) a porovnavaly se s daldimfemi skupinami mysi: transgenni s APP a
heterozygoti v Nogo (APP Nogd, netransgenni a s deleci v genu pro Nogo (Kiygo
netransgenni a heterozygoti v Nogo (NdgoObs transgenni skupiny &y delsi latence
nalezeni osfivku nez jedinci bez transgenu (Masliah a kol., 2010 by mohlo dokazovat
rozvoj fenotypu AD. Netransgenni Nogse nelisili od netransgennich NdgoSignifikantni
zlepSeni v pibéhu pokusu vSak nastalo u transgennichratvAPP Nogo-/- ve srovnani
s transgennimi my3mi APP Nodo délka jejich latenci se blizila vykém obou
netransgennich skupin. V probe trialu tatdZ skugimavila vicec¢asu v cilovém kvadrantu
s pavodni polohou ostivku nez transgenni heterozygoti. &hto vysledk lze soudit, ze
delece genu pro Nogo-A/B/C zlepSuje deficieni a pandti u transgennich APP modea
zlepSuje tak kognitivni schopnosti zejména v ranétedni fazi Alzheimerovy choroby.
Zaroveh delecenogo zlepSuje neuropatologicky vysledek, protoze ulingg vyhodné peéeni
axonmi. Nema vSak vliv na hromadi p-amyloidu ani jeho metabolismus (Masliah a kol.,
2010).

VanGuilder a kol. (2011, 2012) pouzitim MWM ulohglkédzali zhorSenou kognitivni
schopnost u starych potkarthybridi Fischer 344 x Brown Norway) a zarévenoZznou
souvislost funkce Nogo-A proteinu s timto zhorSeniwirata byla po vykonani pokusu
rozklena do ti skupin: dospli (vék 12—-13 ndsiai), stdi bez kognitivniho deficitu @k 26—
28 nesiai), stai kognitivreé zhorSeni (¥k 26—28 ngsiail). Potkani ze staré kognitign
zhorSené skupiny #&i pramérné delSi latence nalezeni astku a castji se pohybovali ve
vétSich vzdalenostech odEjnv probe trialu peplavali ges misto pvodni polohy ostivku
meérekrat nez zbylé dvskupiny a celko¥ se v Uloze zlepSovali pomaleji. To nazume slabsi
prostorovou orientaci a schopnosituse. U tchto starych kognitivh naruSenych potkain
autai pozorovali zvySenou expresi hipokampalniho Nogo4A jinych s myelinem
asociovanych proteins inhibéni funkci. Toto zesileni expreségpiva k synaptické rigidit
znesnaduje vznik novych synapsi a koreluje tak se zhorgepantti a kognitivnimi

schopnostmi.
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3.2.2 Two-way active avoidance learning

Zatizeni pro ulohuwo-way active avoidance learning piedstavuje komora, ktera je
rozklena na dva stejné kompartmentyighozi gepazkou (tzviwo-way bok takze zuie
muze volré prechézet z jednoho do druhéhde® ntizovou podlahu jsou davany elektrické
Soky. Tato uloha zahrnuje jednak klasické, jedmestrimentalni podmovani. Zvte se di
provést operantni akt, tj. vyhnout se&itému mistu, jako odp@d na zvukovy stimulus.
Pokud ho nevykona, dostane elektricky Sok (o sBen@A). V podstat se jedna o averzivni
uceni a tzv. negativni posilovani. Podiovani probihalo nasledo¥nZvitata byla vkladana
do komor a dostavala sekvenci ndhodnych zvukovfiotuki v intervalech 40 £ 15 sekund.
Pokud zvfe nereagovalo na stimulus dé&tipsekund, dostalo elektricky Sok v koincidenci se
zvukem. Sok trval maximéaindvé sekundy, ale mohl byt ukden dive utkem zvtete
z mista podéani Soku (tzv. unikova odpdy. KdyZ zvie opustilo prostor dogi sekund od
zazréni tonu, zvukovy signal skéih a zviie se tak vyhnulo Soku. fiP testovani
experimentatd vénovali pozornost f@devSim tomu, kolikrat zké uteklo ped Sokem
v zavislosti na prezentovaném zvukovém stimulu. Ai&i¢ni obecné lokomini aktivity se
zaznamenaval et spontannich &kt béhem intervalu mezi stimuly (Willi a kol., 2009;
Willi a kol., 2010; Yee a kol., 2006).

Porovnavany byly dvskupiny mysi: knock-out s deleci genu pro Nogo-Koatrolni
zvirata bez genetické modifikace. U obou skupin dospilkeéhu pokusu k ndistu p@tu
ateka po podmigném stimulu, coz dokazuje schopnogit se. Nebyl mezi nimi vSak zadny
signifikantni rozdil, byly stegaUsgSné. Spontanni lokonini aktivita se taktéz neliSila mezi
obéma genotypy (Willi a kol., 2009; Willi a kol., 20100dstragni genu pro Nogo-A tedy
pravdépodobré nema v tomto typu pattiovych aloh zadny vliv na schopnostemi, nebo se

geneticka deleceibec neprojevuje podobiiako je tomu u Morrisova vodniho bludist
3.2.3 Vodni T-bludis&

Vodni T-bludisté (water T-maze je behavioralni Gloha zkoumajici diskriméma
reversalove &eni. V prvni fazi testu (tzv. akvizici) seéta zvirata nadit rozeznavat pravé a
levé rameno bludi&ttvaru pismene , T*. Pouze jedno z nich (toto siarevirata zvolit) totiz

vedlo na unikovou ploSinu, kterd byla skryta poddmwio hladinou. Druha faze pokusu
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(tzv. reversal) se vyziavala tim, Ze experimentd&tgpiesunuli ploSinu na konec druhého,
puvodre nespravného, ramena bludisZvirata tak musela pochopit, co seénifo, a gewit
se. Vyhodnocen byl poté procentualni podil spt&awolenych ramen pro akvizici i reversal
(Willi a kol., 2010).

Srovnani dvou soubbrmysSi — knock-out modeélpostradajicich gen pro Nogo-A a
kontrol bez genetické Upravy #ipeslo nasledujici poznatky. V akvizici nebyl naezmezi
obéma skupinami v &eni Zadny rozdil. Reversal vSak odhalil u mysirsegjekou deleci horsi
schopnost feweni, zvfata néla méré spravnych vybra nez kontroly (Willi a kol., 2010).
Tento deficit v deni a zatvrzelé opakovaniivk nadeného (tzv. perseverativni chovani) jsou
specifické prav pro pewovaci fazi a obdobné projevy se vyskytuji i u patiese
schizofrenii (Ridley, 1994).

3.2.4 Prepulsni inhibice

Normalni reakci zwvéete na hlasity zvuk je tzv. Ulekovaakce. Jeji intenzitu vSak Ize
redukovat, pokud pulsnimu po#tn vyvolavajicimu toto leknuti fpdchazi mén hlasity
prepulsni stimulus (Hoffman & Searle, 1965, podI#i\& kol., 2010). O to pravjde v Uloze
prepulsni inhibice (prepulse inhibitiol Zviteti nachazejicimu se v akustické kamdyl
prezentovan zvukovy pulsni stimulus o inteqzi20 dB, po dobu 40 ms, jez vyvolal
Ulekovou reakci. Utlumeni ulekového reflexi@lmbyt dosazeno pouzitim 20 ms trvajiciho
prepulsniho stimulu oiené intenzié (69, 73, 77, 81 a 85 iy ktery zazual 100 ms ped
hlavnim pulznim stimulem. Prepulsni inhibice senzmenavala jako procentudlni podil
inhibice ulekové odpasdi pro kazdou uroveprepulsni intenzity (Willi a kol., 2010).

Willi a kol. (2010) pouzili tuto alohu pro srovniadvou skupin mysi: s deleci genu pro
Nogo-A a kontrolni bez modifikace. U kontrolnichiiat doslo k normalni redukci ulekového
reflexu, jeji sila se navic #8ovala se viistajici intenzitou prepulsnich stinfulKnock-out
mySi vSak neprojevovaly tak velkou prepulsni intiba jeji vysledek byl nezavisly na
intenzig prepulsnich podita (Willi a kol., 2010). Jak je vi, delece genu pro Nogo-A
zmimuje projev prepulsniho utlumeni. Neni bez zajimdyde tento deficit v prepulsni
inhibici je z&azovan mezi vyznamné symptomy schizofreniélavéka a Ze je fitomen
i u animalnich modél(Braff a kol., 2001).
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3.2.5 Latentni inhibice

Uloha latentni inhibice (latent inhibition zahrnuje klasické podimbvani a tyka se
dulezitosti stimuli a grirozeného potkéeni jejich vnimani, pokud jsou bezvyznamné. Latentn
proto, Ze zp&atku se neprojevi. Tato Uloha obsahtijgi faze. V té prvni (tzv. preexpozice)
je ¢ast zvfat vystavena opakovanym 30 sekund trvajicim zvukowfimuiim v rniznych
intervalech 40 + 30 sekund. Jitdst zvfat Zadné zvukoveé signaly neslysSi, pouze strauvistej
¢as v identické kome. Po této fazi okamzitbez jakékoli manipulace s pokusnymiiaty
nasleduje faze druha (tzv. podiovani), @i niZz jsou zviatim prezentovany tytéz ste&jn
dlouho trvajici zvukové stimuly. OvSem ihned po relemi kaZzdého stimulu zd dostane
elektricky Sok (0,25 mA, délka 1 sekunda) a padng si tak vzajemnou souvislost mezi
obéma podsty. Tyto stimulus-Sok pary jsou od sebe é&ddy 180 sekund dlouhymi
intervaly. Opakuje sefikrat. Po 24 hodinach nasledujeett faze pokusu (tzv. kontextovy
test), ktera zahrnuje napudovany 480 sekund trvajici zvukovy stimuldserta a posledni
faze testu (tzv. zvukovy test) nastava o dalSich@din pozdji, kdy je zviratim prezentovan
zvukovy signal po dobu 180 sekund. Na zaklpbdchozi zkuSenosti 2@ reaguje kratdi
delSi dobou nehybnosti (tzv. freezing, zamrzniigezing, podmima odpo¥d na zvukovy
stimulus byla vyjatena jako procentualni podidsu zamrznuti pro vSechna testovaci sezeni
(Willi a kol., 2010).

Willi a kol. (2010) porovnali ot dw skupiny mysSi: s odstréanym genem pro
Nogo-A a geneticky neupravované kontroly. Ve stggbdmiovani byl u kontrolni skupiny,
kterd proSla v prvni fazi experimentu prezentacikovych stimuli, pozorovan kratsi freezing
(vétSi latentni inhibice) nez u jedindez stimul. U knock-out modél byl efekt latentni
inhibice slabsi. V kontextovém testu bylo freezirigké u vSech skupin bez rozdilu. Uiatj
ktera zpdatku dostavala zvukové signaly, zvukovy test ukae&ontrol redukci freezingu
(veétSi latentni inhibici), zatimco skupina s geneticldeleci ndla latentni inhibici podstatn
mensi (delSi freezing). V podminkdch bez podéaniotpiech zvukovych stimul se ale
kontrolni a knock-out skupiny signifikargmeliSily (Willi a kol., 2010). Vysledky dokazuiji,
Ze delece genu pro Nogo-A naruSuje latentni inhibicprodluzuje tak u mysSi dobu
nehybnosti. Knock-out ziata maji zhorSenou schopnost selektivniho asonoiativ weni
v podminkach, kdy v p@teini fazi opakova# poslouchaji neutralni zvukoveé stimuly. Tento
deficit se roviZ projevuje u paciefitse schizofrenii (Baruch a kol., 1988, podle Wllkol.,
2010).
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3.2.6 Shrnuti

Vysledky ziskané vyuzitim Morrisova vodniho bludigiazn&uji, Ze akutni blokace
funkce Nogo-A proteinu ma u potkapozitivni efekt na obnovu kognitivnich schopnasti
poSkozeni mozku (n&ppo mrtvici) a po mozkové lézi také zlepSuje poosté weni a
pantt. Dlouhodoba nefurdnost Nogo-A zfisobena odstr@&nim genu pro tento protein
patrre neg@inasi v tomto siru Zadné vyhody. Delece gempro ol izoformy (Nogo-A/B)
navic je& zhorSuje prostorovou orientaci a paha prodluZzuje obnovu motorické funkce.
Zda se proto, Ze genetickd delece a podani piaotilatoti Nogo-A ma na kognitivni
schopnostiodliSny, a v gkterych ohledech dokonce apy, efekt, ktery navic zavisi na
pouzitém modelu. Nutno poznamenat, Ze knock-outchvd izoforem naopak imasi
zlepSeni u APP transgennich mdded zminuje piibéh zmen ve zviecim modelu
Alzheimerovy choroby. Podobnjako delece genu ani zvySena exprese Nogo-A neni p
kognitivni funkce prosfsna.

V testutwo-way active avoidance learnirsg neprojevily Zadné rozdily v genotypech.
Ztrata genu pro Nogo-A tedy praymbdobré neovliviiuje weni typu operantni podiovani.

V ostatnich tech metodach (vodni T-bludiStprepulsni a latentni inhibice) byly vSak
u knock-out modél pozorovany abnormality. Tyto jevy — perseveratichévani, naruSené
senzorimotorické zpracovani a porucha selektiviiopwosti — se podobaji symptém
charakteristickym pro pacienty trpici schizofreMiezi dalSi takové projevy byvaizeovana
nagiklad zvySena citlivost k motorickému stimulantu fataminu projevujici se &Si
hyperlokomoci, jez byla po podani tohoto farmakanaaenana i v testu ve volném poli
(open field rovrez u Nogo-A deficientnich mysSi (Willi a kol., 2009Villi a kol., 2010).
Chovani pipominajici Uzkosti strach a socialni interakce vSak nebyly u knogk-mysi
zasazeny, i@stoze jejich zhorSeni (v prvniniipact zvétSeni, v druhém zmenSeni) byva take
povaZzovano za typické projevy schizofrenie. Vysiettichto tesit ovSem byly ziskany pouze
v jedné laboratid a na jednom modelu. K &keni obecné platnostédhto zaéri by bylo
nutné experimenty zopakovat s pomoci jinych metadisgeneze (n&pknock-down), na

jiném genetickém pozadi a ide&lima jinych modelovych organismech.
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Zaveér

Z dosavadnich pozndikn vitro ain vivo studii zmignych v této praci jeiejmé, ze
Nogo protein pa&t mezi nejdlezitéjSi inhibitory axonalnihoistu a regenerace (je dokonce
vyznamrjSi nez myelinové inhibitory MAG a OMgp, jak prokdizCafferty a kol., (2010)).

PredevSim kratkodoba inaktivace Nogo-A specifickootifiitkou podporuje regeneraci
axoni po jejich mechanickém poskozeni, napomaha k lap&istu neurit a funkeni obnow a
taktéZ urychluje kognitivni obnovu po poskozeni kpzstejé tak zlepSuje pasti a Wweni po
mozkové |ézi. Podobné vysledky byly zaznamenanyi iakutni blokaci NgRe¢i nekterych
dalSich¢lend signalni drahy.

Vysledky ziskané na knock-out modelech jsou alg@anmplné. Jak se zda, nejenze
delece neprokazuje na behavioralni Urovni Zadnéodyhv rékterych gipadech mze byt
dokonce Skodliva. PodoBrdelece genu pro NgR na k&tné arovni v souvislosti s axonalni
regeneraci némesla ve vSechifpadech kyZzeny efekt. Lze to vyiht tak, Ze dlouhodoba
inaktivace zfisobena odstr&nim genu vyvolava tvorbu jinych latek, které jehanKci
zastoupi. Jak jiz bylo nazéeno, u delece Nogo-A se této kompenzace moZastrii i Nogo-B
izoforma,; funkci NgR asi iize do jisté miry nahradit PirB receptor.

Je vS8ak nutné upozornit na skirtest, Ze vysledky ovliwje frada faktoit. Mezi re paki
nagiklad odliSnosti mezi mozkem a michou, zalezi viSai typu laboratornich ztdt (mysi,
potkani, primati) a jejich st§ jsou patrné téZ mezikmenové rozdily. Bylo bytprdobré
provést dalSi experimenty s vyuzitim jinych metadznych experimentalnich Zsait.

Vysledky ziskané pomoci mySich madaklze zobetovat na potkana a uiibec ne na
¢lovéka. | presto se dnes zda byt Nogo prot&inNogo receptor) slibnym terapeutickym cilem
v regenerativni medictna dava tak nagl k 1é¢b¢ poskozeni michy, zr&ni mozku nebo
nasledk mozkové mrtviceti neurodegenerativnich poruch jako je fidpd Alzheimerova
choroba. Je v8ak nutnéas odhalit ipadné nezadoucicimky takovych Iéebnych postujn
neba’ zde mozna hrozi riziko rozvoje duSevniho onemocrUriitym divodem k opatrnosti je
zde fakt, Ze Nogo-A deficientni mysi vykazujékteré prvky tzv. schizofrenii podobného
chovani, analogického klinickymtignalkim schizofrenie. Pozitivni je ovSem skinest, Ze
Zadny z&chto symptomi se nevyskytl u mysi s kratkodobou inaktivaci, t&@Ze odpovida
situaci @ uvaZzovaném terapeutickém podaniisiuSného blokétoru lidskym paciénmt.
Deficity pozorované u knock-out mysSi, podéhako schizofrenie u lidskych paciéntmaji
nejspiSe neurovyvojovy tpod. Zvirata s deficienci Nogo proteinu by se tak mohla stat

modelem tohoto onemoémi, ktery by usnadnil studium jeho mechanissmmozné [&by.
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