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Abstrakt:

Schizofrenie je zavazné psychické onemocnéni postihujici asi 1% svétove
populace. Serotoninové-1A (5-HT1A) receptory se nalézaji na dendritech, v kterych
jsou koncentrované i N-metyl-D-aspartatové (NMDA) receptory. Sou€asna IéEba ma
mnoho nezadoucich ucinkd. Na zakladé hypoglutamatergni hypotézy schizofrenie je
soucasnou strategii v hledani novych 1éka nepfima aktivace NMDA receptort. Pfima
aktivace NMDA receptoru vede k poskozeni neurond. Cilem diplomové prace bylo
zjistit, zda NMDA receptory interaguji se 5-HT1A receptory jak na molekularni, tak na
behavioralni urovni. Na molekularni urovni jsme zjistili, ze podani agonistld 5-HT1A
receptorti (8-OH-DPAT, tandospiron) vede ke zvySeni/snizeni exprese podjednotek
(GluN1, 2B) NMDA receptoru ve frontalni kiife a hipokampu. Na behavioralni drovni
jsme vtestu na senzomotoricky gating (Prepulzni inhibice ulekové reakce, PPI)
zjistlili, ze podani 8-OH-DPAT zhorSuje zpracovani informaci. Tandospiron nemél na
PPI vliv. Test méfeni uzkosti (Ultrazvukova vokalizace) ukazal, ze 8-OH-DPAT a
tandospiron ve vysokych davkach zlepSuji anxietu. Z testu na rozpoznavaci pamét
(Novel object recognition test, NORT) vyplyva, Ze tandospiron, v niz8i davce zlepSuje
rozpoznavaci pamét. 8-OH-DPAT nemél na uroven rozpoznavaci paméti vliv. Dil€im
cilem bylo zjistit, zda podani agonistt 5-HT1A receptoru v kombinaci s antagonistou
NMDA receptoru MK-801 (model schizofrenii podobného chovani) ovliviiuje
podjednotky NMDA receptoru. Tandospiron i 8-OH-DPAT snizovaly/zvySovaly
expresi podjednotek (GIuN2A, 2B) NMDA receptoru ve frontalni kiife a hipokampu. V
testu PPl 8-OH-DPAT v nizSi davce zvySoval PPI, naproti tomu vySSi davka 8-OH-
DPAT snizovala PPI. Tandospiron vykazoval stejny design u€inku jako plny agonista.
Je tedy vidét, Ze NMDA receptory interaguji s 5-HT1A receptory, proto nepfimé
ovlivnéni NMDA receptoru pres 5-HT1A receptory pomoci agonistl téchto receptor
by mohlo mit pozitivni pfinos pro pacienty s neuropsychiatrickym onemocnénim jako

je schizofrenie, epilepsie atd.



Abstract:

Schizophrenia is a serious mental disorder affecting about 1% of the world's
population. Serotonin-1A (5-HT1A) receptors are found on dendrites, which are
concentrated in and N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors. Current therapy has
many side effects. Based on hypoglutamatergic hypothesis of schizophrenia, the
current drug strategy for treatment of schizophrenia is indirect activation of NMDA
receptors. Direct activation of NMDA receptors leads to neuronal damage. The aim of
this thesis was to determine whether NMDA receptors interact with 5-HT1A receptors
on the molecular and the behavioral level. At the molecular level, we found that
administration of 5-HT1A agonist receptors (8-OH-DPAT, tandospirone)
increased/decreased the expression of subunits (GIuN1, 2B) of the NMDA receptor in
the frontal cortex and hippocampus. At the behavioral level, we test animals for
sensorimotor gating (Prepulse inhibition of startle response, PPI).We found that the
administration of 8-OH-DPAT worse the information processing. Tandospirone had
no effect on PPIl. We measure anxiety behaviour by ultrasonic vocalization test (UVS)
and we found that 8-OH-DPAT as well as tandospirone at high doses improves
anxiety. The test for recognition memory (novel object recognition test, NORT)
showed that tandospiron at a lower dose, but not 8-OH-DPAT improved recognition
memory in NOR task. A sub-objective was to determine whether the administration of
5-HT1A agonist receptor in combination with the NMDA receptor antagonist MK-801
(model of schizophrenia-like behavior) affects the expression of NMDA receptor
subunits. Tandospirone and 8-OH-DPAT decreased/increased expression of subunits
(GIuN2A, 2B) in the frontal cortex and hippocampus. In the PPI test, 8-OH-DPAT at
higher dose and tandospirone potentiated the disruption of PPI induced by MK-801. It
is clear that NMDA receptors interact with 5-HT1A receptors, thereby indirectly
affecting the NMDA receptor via 5-HT1A receptors by agonists of these receptors
could have positive benefits for patients with neuropsychiatric disorders such as

schizophrenia, epilepsy atd.
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1. Uvod

1.1. Patofyziologie schizofrenie

Schizofrenie je zavazné, specificky lidské onemocnéni, které se projevuje
poruchami mysleni, vnimani, jednani, vile a emoci. Vyrazné snizuje kvalitu Zivota.
Schizofrenie (skhizein: rozstép; phren: mysl) byla popsana pocatkem 20. stoleti jako
onemocnéni heterogenni etiologie (,skupina schizofrenii“). Toto onemocnéni je
rozSifeno celosvétove, celozivotni prevalence je 1,4 — 4,6 na 1000 osob (Saha et al.,
2005). Tyto hodnoty jsou pouze pfiblizné, v dusledku napfiklad demografickych
rozdild mezi jednotlivymi populacemi, migrace nebo vékové specifikace mortality.
V Ceské republice bylo v roce 2002 v Iékaiské pédi 36 688 osob s diagnostikovanou
schizofrenii (uzis.cz/cz/archiv02). V roce 2010 stoupl pocCet pacientd se schizofrenii
na 41 223 (viz. tabulka 1). Incidence schizofrenie se pohybuje od 0,16 — 0,42 na
1000 osob v populaci (Jablensky et al.,, 1992). Celosvétové je vyskyt schizofrenie
vyS8Si u muzd nez u zen (McGrath et al., 2004).

Tabulka 1: Poéty pacienti se schizofrenii v CR podle pohlavi a vékovych
skupin (UZIS CR, Aktualni informace & 15/2010).

Z toho v procentech

Schizofrenie | Celkem Zeny 0-14 let 15-19 let | 20 let a vice
(F20 - F29) |41 223 54,1 0,1 2,7 97,2

1.1.1. Priznaky schizofrenniho onemocnéni

Pfiznaky schizofrenniho onemocnéni nejsou jednotné. Existuje mnoho
pFistupul k jejich déleni. Déleni pfiznakd na pozitivni vs. negativni vychazi z prace
anglického neurologa J. Hughlinse-Jacksona, dale pak existuji napfiklad kategorické

(Crow et al., 1981) a dimenzionalni modely (Liddle, 1987). Nejpouzivangjsi je déleni

pfiznakl schizofrenie na pozitivni a negativni (viz. tabulka 2).
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Tabulka 2: Déleni priznaktl schizofrenie (Andreasen et al., 1995).

Negativni symptomy Pozitivni symptomy

nedostatky v feci halucinace

afektivni oplosténost bludy

apatie bizarni chovani

anhedonie — asocialita porucha platného spoleCenského mysleni
narusena pozornost katatonie

Pozitivni symptomy, napfiklad bludy a halucinace, se manifestuji jako projev
patologické desinhibice korovych funkci - normalni psychika je neobsahuje, jsou tedy
snhavic“. Pozitivni symptomy zahrnuji nadmérnou aktivitu mesolimbického
dopaminového systému. Negativni symptomy nejsou specifické pouze pro
schizofrenii, ale jsou pfitomny i u nékterych organickych poruch, pfedevS§im po
poskozeni frontalnich lalokd (Carlson, 2004). Negativni symptomy, plochy afekt,
apatie, reprezentuji generalizovanou ztratu funkci - normalni psychika je o né
,=ochuzena®. Kognitivni deficit se téz fadi mezi symptomy schizofrenniho
onemocnéni, zahrnuje problémy s pracovni paméti, vizualnim a verbalnim
vybavovanim a orientovanou pozornosti. U ¢asti pacientll se schizofrenii se
kognitivni deficit vyskytuje v celém prub&hu onemocnéni (Heaton et al., 1994).

Pro potfeby mezinarodni komunikace a klinické praxe se pouzivaji deskriptivni
klasifikacni systémy. Diagnosticka kritéria vychazeji ze soucCasnych klasifikacnich
systému MKN — 10 (ICD — 10) nebo DSM-IV. Schizofrenie se podle sou¢asnych MKN
— 10 i DSM-IV projevuje charakteristickou smési pozitivnich a negativnich pfiznaku,

které jsou pfitomny v dostateCné zfetelné mife a po urcitou dobu (viz. tabulka 3).
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Tabulka 3: Obecna kritéria MKN-10 pro schizofrenii (Smolik, 1996)

Je pritomen alespon jeden ze syndromi, symptomu a znakd popsanych nize
(1) nebo alespon dva ze symptomu a znakd uvedenych pod (2), a to po
vétsinu psychotického obdobi, které trva alespon jeden mésic (nebo nékdy
po vétSinu dna).

1. Musi byt pritomna alespon jedna z nasledujicich charakteristik:

a) ozvuCovani myslenek, vkladani nebo odnimani myslenek, vysilani
mysSlenek

b) bludy kontrolovani, ovliviiovani nebo ovladani, zfetelné se projevujici
pohyby téla nebo koncetin, nebo zvlastni myslenky, ¢innosti nebo pocity,
bludné vnimani

c) halucinace hlasu, které komentuji pacientovo chovani nebo které mezi
sebou hovofi, nebo jiné typy hlasu, pfichazejicich z nékterych Casti téla

d) neustalé bludy jinych typu, které nemohou byt podminény pfisluSnou
kulturou a jsou zcela nepatficné, jako naboZenska nebo politicka identita,
nadlidska moc nebo schopnost (schopnost kontrolovat pocasi nebo byt ve
spojeni s cizinci z jiného svéta)

2. Nebo alespon dvé z nasledujicich charakteristik:

a) neustalé halucinace jakéhokoli typu, pokud se vyskytuji denné po dobu
nejméné 1 meésice a jsou spojeny s bludy (bud s obasnymi nebo jen
CasteCné formovanymi) bez jasného emotivniho obsahu nebo jsou
doprovazeny trvale zvySenym sebehodnocenim

b) neologismy, pfreruSovani nebo zarazy mysleni, jejichz dusledkem jsou
inkoherence nebo zmateny slovni projev

c) katatonni chovani, jako je vzruSeni, nastavy nebo voskova ohebnost,
mutismus a stupor

d) zretelna apatie, ochuzeni fe€i a ploché nebo nepfiméfené odpovédi (musi
byt jisté, Ze se nejedna o pfiznak deprese nebo nasledek neuroleptické
lécby)

1.1.2. Prubéh schizofrenniho onemocnéni

Pribéh onemocnéni schizofrenii je téZ nejednotny. Poprvé se schizofrenie
manifestuje v pozdni adolescenci nebo casné dospélosti. VétSinou zacina
nespecifickymi symptomy jako je neklid a naladovost, proto ur€it poatek tohoto
onemocnéni je obtizné. Schizofrenie muize probihat chronicky bez pFedchoziho
zlepSeni, v atakach s narUstajicim nebo stabilnim defektem nebo v atakach
s CasteCnou nebo uplnou remisi. Model chronické schizofrenie zformuloval Breier

vroce 1991. Casné stadium nemoci se vyznaduje deterioraci, stfedni stadium je
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charakterizovano relativni stabilitou a kone¢né stadium je typické postupnym
zlepSenim stavu pacienta (Breier et al., 1991).

U schizofrenie je vysoké riziko suicidia. O sebevrazdu se pokusi 25-50 %
pacientl, 4-13 % ji dokona (Meltzer, 2001). Riziko sebevrazdy je vysoké hlavné u

mladych pacientli, béhem prvniho roku po stanoveni diagnézy (Osby et al., 2000).
1.1.3. Etiologie schizofrenie

Etiologie schizofrenie neni pfesné znama. Pfedpokladaji se multifaktorialni
pfi¢iny a mnohocetné patofyziologické vlivy. Pfi rozvoji schizofrenie se uplatiuji jak
genetické vlivy, tak vlivy zevniho prostfedi (viz. tabulka 4). Genetické a
epidemiologické studie odhalily fadu rizikovych faktord. Obecny ramec tvofi teorie
zatéze a dispozice: Dédi€na nebo ziskana vloha disponuje k selhani adaptivnich
funkci duSevniho zivota, coz vede k nepfizpusobivému chovani pfi zatézi. To
prohlubuje snizeni odolnosti jedince a nakonec vyusti do klinické manifestace
onemocnéni. Zatéz tvori souhrn psychologickych a socialnich faktort (H&schl et al.,
2004).

Tabulka 4: Rizikové faktory pro schizofrenii

e Zmény v jednom Ci vice genech podilejicich se na kontrole Casného vyvoje
mozku

e Komplikace pfi téhotenstvi a porodu

e MenSi fyzické odchylky zahrnujici jemné zmény ve vyvoji riznych organ(
e Datum a misto narozeni

e Sezénni vlivy

¢ Infekce

¢ Nutri¢ni faktory

o Navykové latky

e Migrace

e Rodinné vztahy a komunikace v rodiné

e Socialni fungovani v détstvi a adolescenci




1.1.4. Genetické faktory schizofrenie

Za geneticky podminéné onemocnéni je povazovano to, kde konkordance u
jednovajecnych dvojCat je statisticky vyznamné vysSi neZz u dvouvajeCnych dvojCat
(Beckmann a Franzek, 2000). Mira vyskytu schizofrenie se podle dostupnych studii u
jednovaje¢nych dvojcat uvadi mezi 43-65 %, u dvouvajecnych dvojcat je to 4-27 %.
Mira shodného vyskytu schizofrenniho onemocnéni je tedy nékolikanasobné vyssi u
jednovaje¢nych nez u dvouvajeCnych dvojCat. To znamena, Ze o genetickém
podkladu schizofrenie nemuze byt pochyb (Owen et al., 2002). V souc€asnosti je
schizofrenie povazovana za polygenni onemocnéni (Preston a Weinberger, 2005).
Na genetickou slozku onemocnéni poukazuji studie s dvojCaty a studie sledujici
vyskyt schizofrenie v rodinach (viz tabulka 5, studie: Tsuang, 2000). Ty vypovidaji o
tom, ze riziko onemocnéni pro pfibuzné pacientl se schizofrenii zhruba odpovida
mnozstvi spole¢né sdilenych genu (Tsuang, 2000). A adop¢ni studie, které ukazuiji,
Ze riziko, které je spojené s nemoci rodi¢e, nezanika vychovou v adoptivni rodiné
(Gotessman a Shields, 1982).

Tabulka 5: Riziko vzniku schizofrenie podle pribuznosti (podle Tsuang, 2000)

Stupen pribuznosti Riziko
jednovaje¢na dvojcata 48 %
déti se dvéma rodic¢i se schizofrenii 46 %
sourozenci se dvéma nemocnymi rodici 46 %
sourozenci s jednim nemocnym rodi¢em 17 %
déti 13 %
rodice 6 %
sourozenci 9 %
dvouvaje¢na dvojcata 17 %
nevlastni sourozenci 6 %
netefe/synovci 4%
vhoucata 5%
tety/stryci 4 %
vzdaleni bratranci 2%

Z dalSich studii se pouzivaji studie asociacCni, které se stale vysSSi presnosti
poukazuji na nékteré konkrétni geny, jejichz polymorfizmy jsou pokladané za
vyznamné pro rozvoj i léEbu schizofrenie. Jedna se pfedevSim o geny spojené s
N-methyl-D-aspartatovym (NMDA) receptorem a metabolismem glutamatu. Jedna z

nejvice konzistentnich strukturalnich abnormalit nalezenych u schizofrenie je
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objemové snizeni medialniho temporalniho lobu (hipokampalni formace, subiculum,
parahipokampalni gyrus) a neokortexu (Ross et al., 2006), k dal§im abnormalitam u
pacientd se schizofrenii patfi snizeni komplexity dendritického vétveni, celkové délky
a hustoty dendritd pyramidalnich neuront v prefrontaini kife (PFC), (Garey et al.,
1998; Rajkowska et al., 1998; Kalus et al., 2000). Naruseni morfologie dendritl a
zmény v kortikalni a/nebo talamické integrit€ u schizofrenie, mutace v genech
spojené s NMDA receptorem, mohou byt neurobiologickym substratem zakladni
kognitivni a senzorické dysfunkce u pacientu (Lewis a Gonzalez-Burgos, 2008).
Genem vyznamnym v etiopatogenezi schizofrenie je napfiklad gen pro
neuregulin (NRG 1). Nachazi se na kratkém raménku osmého chromozomu (8p),
(Stefansson et al., 2002; Harrison et Owen, 2003). Neuregulin se podili na bunécné
diferenciaci, migraci neuron(, vyvoji mozkové tkané&, podporuje vyvoj oligodendrocytu
a moduluje jejich interakci s neurony, ovliviiuje synaptogenezi, reguluje expresi genu
pro podjednotky glutamatergnich NMDA receptor. Protein neuregulin 1 reguluje
expresi podjednotek NMDA receptoru a pfimo aktivuje receptor spojeny
s tyrozinkinazou ErbB4 (viz. obrazek 1). Receptor ErbB4 je kolokalizovany s NMDA
receptory na postsynaptické membrané. Aktivaci receptord ErbB4, ErbB2 a ErbB3
dochazi k fosforylaci GIuN2 podjednotek NMDA receptoru. Po navazani agonisty je
pak NMDA receptor otevien vice nez bez plsobeni neuregulinu (Moghaddam, 2003).
Dulezitym se také ukazuje gen pro dysbindin (dystrobrevin-binding protein —
DTNBT1), (Harrison a Weinberger, 2005). Gen je na kratkém raménku Sestého
chromozomu (6p). Dysbindin je soucasti tzv. the biogenesis of specialized organelles
of the endosomal-lysosomal complex (BLOC-1). O vyznamnych asociacich riznych
polymorfizmi genu pro dysbindin a schizofrenie se pojednava v nékolika studiich
(Straub et al., 2002; Tang et al., 2003; Wiliams et al.,, 2004). Stabilizace
glutamatovych ionotropnich receptort je zajiSténa pravé dysbindinem, ktery vytvari
glykoproteinové komplexy s dystrobreviny (Harrison a Owen, 2003). U pacientl se
schizofrenii dochazi ke snizeni exprese mMRNA nebo bilkovin dysbindinu
v hipokampu (Talbot et al., 2004; Weickert et al., 2008) a prefrontalni kife (Weickert
et al., 2004). V této lokalizaci mlze prostfednictvim snizené exocytézy glutamatu
ovliviiovat pfenos informaci a nasledné muaze mit negativni vliv na kognitivni funkce a
zavaznost negativnich symptomu. Pfedpoklada se, Zze postsynapticky hraje roli v
ovlivnéni dlouhodobé potenciace a synaptické plasticité neuront cestou cAMP-

systému. Prostifednictvim PI3K/PDK1/Akt signalizacni cesty, i kdyZ ne zcela jasnym
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mechanismem, vykazuje antiapoptoticky efekt. ZvySeni exprese dysbindinu vede ke
zvySenému uvolnovani glutamatu do synapticke stérbiny, snizeni exprese proti tomu
exocytézu glutamatu snizuje (Numakawa et al.,, 2004). V pfipadé dopaminu
zpusobuje snizeni exprese dysbindinu naopak jeho zvySené uvolfiovani (Kumamoto
et al., 2006; Murotani et al., 2007).

DalSim kandidatnim genem v etiologii schizofrenie je gen s nazvem DISC-1
(viz. obrazek 1), (zabira pfiblizné 415 kB genomické DNA a sestava z 13 exont). Ve
velké skotské rodiné Millar se spolupracovniky prokazali vyvazenou translokaci (1,
11); (q 42.1, q 14.3), ktera se v této rodiné segreguje s pfiznaky schizofrenniho
onemocnéni. Autofi testovali moznost, Ze tato translokace je pfiCinou onemocnéni a
narusuje expresi gent chromosomu 1, nikoli chromosomu 11 (Millar et al., 2000).
Translokace totiZz naruSuje v chromosomu 1 hned dva geny, které byly pojmenovany
Disrupted-in-Schizophrenia-1/2 (DISC1 a 2). Prvné byla tato translokace zkoumana
v 8ir§im kontextu v souvislosti s psychiatrickymi onemocnénimi v€etné schizofrenie,
bipolarni poruchy a deprese (St Clair et al., 1990). DISC1 a 2 maji vliv na zvyseni
prevalence u schizofrenie. Prvni nezavisly dikaz pro zapojeni DISC1 v
psychiatrickych onemocnénich pfiSel ze dvou finskych asociacnich studii. Tyto studie
prokazaly, ze oblasti 1q 32.2 - q 41 chromozomu 1, genu DISC (konkrétné v intronu
9) maji souvislost se zvySenym rizikem schizofrenie a schizoafektivni poruchy
(Detera-Wadleigh et al., 1999; Hovatta et al., 1999; Ekelund et al., 2000, 2001, 2004;
Hamshere et al., 2005; Chubb et al., 2008). Ukazalo se, Zze gen DISC 1 souvisi i
s redukci Sedé hmoty prfedevsim v hipokampalni a prefrontalni oblasti (Callicott et al.,
2005; Thomson et al., 2005; Hashimoto et al., 2006).

Zajimavy gen zapojenym do etiologie schizofrenie je gen Akt (viz. obrazek 1).
Akt je serin/threonin kinaza, velka cca 60kDa. U lidi i u hlodavcu se vyskytuje ve
trech izoformach Akt1/PKB, Akt2/PKB a Akt3/PKB, které maji vysokou miru
sekvencni homologie (Murthy et al., 2000). Akt vykazuje vysokou podobnost s protein
kinazou A (PKA) a protein kinazou C (PKC), proto byl puvodné nazyvany protein
kinaza B (PKB). Akt je aktivovana P-13 kinazou a podili se regulaci metabolizmu
glukézy — glykolyzy, syntézy glykogenu a pfijmu glukézy do bunék. V jadie a
cytoplazmé se uc€astni intracelularni signalizace (P13/PDK1/Akt signalni cesta a
fosforylace CREBu - cAMP response element-binding) s vyslednym
antiapoptotickym uc€inkem. P13 kinaza je aktivovana rlstovymi faktory jako jsou
,orain derived neurotrophic factor® (BDNF), ,nerve growth factor” (NGF) a ,insulin-like
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growth factor® (IGF). Vykazuje protektivni Ucinek zvySenim odolnosti neuront vUdi
bunénému stresu, ale neovliviuje jejich viabilitu (Brunet et al., 2001; Numakawa et
al., 2004). S Akt je spojen dysbindin. Dysbindin by mohl mit vliv na antiapoptoticky
efekt Akt. ZvySena exprese dysbindinu relativné zvySuje mnoZstvi fosforylovaného
Akt proteinu prostfednictvim P-13 kinazy. Celkové mnozstvi enzymu se vdak nemeéni
(Numakawa et al., 2004). Prvni dikazy o spojeni mezi Akt a schizofrenii se objevily v
roce 2004 (Emamian et al., 2004) a byly potvrzeny v mnoha studiich: Ikeda et al.,
2004; Schwab et al., 2005; Xu et al., 2007; Tan et al., 2008; Thiselton et al., 2008.

Dal$imi dulezitymi geny jsou geny kédujici G72, lezici na dlouhém raménku
tfinactého chromozomu (13q) a D-aminoacidooxidazu (DAAQO) — dlouhé raménko
dvanactého chromozomu (12q), (viz. obrazek 1). Tento enzym poprvé popsal Krebs
vroce 1935 (Krebs, 1935). DAAO se podili na metabolizaci D-serinu, jenz je
endogennim modulatorem tohoto receptoru. G72 je pravdépodobné aktivatorem
DAAO (Harrison a Owen, 2003).

Regulator signalizace G-proteinu 4 (RGS4) se nachazi na dlouhém raménku
prvniho chromozomu (1q), (viz. obrazek 1). RGS4 negativné reguluje G proteinovou
aktivaci, kdy urychluje hydrolyzu guanosin trifosfatu z podjednotky a trimerniho G
proteinu. Tato reakce zkrati trvani signald mnoha neurotransmitert, véetné téch,
které jsou spojeny se schizofrenii, jako jsou dopamin, glutamat, serotonin a kyselina
gama-aminomaselna (GABA), (De Vries et al., 2000). Ackoli je znamo, ze se RGS4
ucastni neuronalniho pfenosu signalu, pfesny mechanismus, kterym RGS4 zvySuje
riziko schizofrenie je nejasné. Na vyznam tohoto genu ve spoijitosti se schizofrenii
upozornila v roce 2000 napfiklad prace Brzustowicze a kolektivu. Tento nalez byl
potvrzen v roce 2002 Chowdharim a nasledné také studiemi dalSich autord: Williams
et al., 2004; Talkowski et al., 2006, Chowdari et al., 2007.

O asociaci schizofrenie a genu pro metabotropni glutamatovy receptor-3
(GRM3), ktery se nachazi na dlouhém raménku 7 chromozomu, bylo referovano
v mnoha studiich (Fuijii et al., 2003; Egan et al., 2004). Ty zjistily, Ze variace struktury
genu GRM3 mohou souviset s poruchou epizodické paméti, pozornosti a abnormaini
prefrontalni a hipokampalni glutamatergni neurotransmise.

Béhem poslednich deseti let se ukazuje, Ze kliCovou muize byt uloha
nerovnovahy kinazové/fosfatazové regulace NMDA receptoru u schizofrenniho
onemocnéni, které je pravé charakterizované hyper nebo hypofunkci téchto

receptorli (viz. obrazek 1). Dysregulace fosforylace NMDA receptoru tak muze
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pfispét k etiologii schizofrenie. Jako priklad Ize wuvést fosforylaci tyrosinu
v podjednotkach NMDA receptoru prostfednictvim kinaz rodiny Src (Ali et al., 2001).
Modulace aktivace NRG1 pomoci fosforylace pravé pres kinazy Src/Fyn muze
zpusobovat kognitivni deficit u schizofrenie jako dusledek hyperfunkce NRG 1 ErbB4

signalizace, coz vede k potlateni NMDA receptorové dependentni synaptické

plasticity.
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Obrazek 1: Interakce proteini vyznamnych v patofyziologie schizofrenie s
NMDA receptorovym (NMDAR) komplexem. Dysbindin 1 moduluje uvolriovani
glutaméatu, DAAO a G72 reguluji D-serin a tim méni aktivaci NMDA receptoru. Tyto
poruchy regulace pochazeji z ligandem zprostfedkovanych procest a vedou ke
zménam mezi NMDA receptorem a jeho signalizacnimi partnery, kterymi jsou PLC,
PKC, nNOS a dalsi. U mozk( pacient( se schizofrenii, post mortem, bylo zji§téno
snizeni asociaci mezi NMDAR1 a PLC, nNOS a CAMKII (viz Sipky dolu). ErbB4,
DISC1 a dysbindin 1 mohou mit také prfimy vliv na asociaci protein(i spojenych
s NMDA receptorem; ErbB4 pres PSD-95, DISC1 pres AKAP9 nebo aktinin a
dysbindin 1 pfes sec8. Geny nachylné mutovat, potazmo jejich signalizacni drahy,
zprostfedkované ligandem nebo post-receptorovymi mechanismy, mohou posilit
asociace bilkovin v ramci NMDA receptorovych komplexu. Je jasné, Ze existuje fada
moznych protein proteinovych interakci spojenych s NMDA receptorovymi komplexy,
které mohou byt spojeny s rtiznymi psychiatrickymi onemocnénimi (Fernandez, et al.,
2009). Tento diagram predstavuje permutace z mnoha mozZnych usporadani.
Vysvétlivky: DISC1... Disrupted-in-Schizophrenia-1; DAAO... D-aminoacidooxidaza;
RGS4... reguléator signalizace G-proteinu 4, NRG1...neuregulin; DTNB1...dysbindin
1, PLC...fosfolipaza C; PKC...proteinkinaza C; mGIuR3...metabotropni glutamatovy
receptor 3; CAMKII...kalmodulin kinaza II; Glu...glutamat.

18



1.2. Mechanizmus ucinku antipsychotik

Schizofrenie je |éCitelné onemocnéni. VétSina pacientu je vSak odkazana na
dlouhodobou terapii. Terapie schizofrenie je komplexni, je to vzdy farmakoterapie,
doplnéna o psychosocialni intervence. Antipsychotika jsou Iéky uréené k odstranéni
akutnich psychotickych pfiznakd a k dlouhodobé prevenci relapsu. PFiznivé ovliviu;ji
(Svestka, 2002).

(phenothiazinovy derivat pivodné vyvijeny jako anestetikum) a jeho prvniho podani

integrace  psychickych funkci Od objevu chlorpromazinu
psychiatrickému pacientovi panu Bertrandovi P., uplynulo vice nez pul stoleti (Delay
et al., 1952; Hamon et al., 1952). V sou€asnosti vSechna registrovana antipsychotika
primarné ovliviiuji dopaminovy systém (Horacek et al., 2006). Antipsychotika Ize
rozdélit na antipsychotika I. a Il. generace (viz. obrazek 2).

Zlepseni negativnich
a kognitivnich pfiznaku:
+ zvySeny vydej dopaminu

presynapt. D2 nebo agonizmu
5-HT1A rec.

+ D1 antagonizmus (?)

* potenciace neuroplasticity

blokadou 5-HT2A, 5-HT2C, D4,

ni vydeje dopaminu do LS

T efektivita - pozitivni pfiznaky:

* 5-HT2A zprostiedkované snize-

hypofyza

| riziko EPS:

+ niZ&i D2 okupance

« zvyEeni vydeje dopaminu ces-
tou blokady 5-HT2A, 5-HT2C,
D4, presynaptickych D2

a agonizmu 5-HT1A
parcinalni agonizmus D2
5-HT2A modulace GABA
interneurontl

rychla disociace z D2

niZ&i neurotoxicita dana nizsi
blokadou D2

. * *

+ D1 mediovana suprese aktivity h'PO;irS"P“S ".‘GP *,

D2 % S0

g # VTA

* vazbana D3 / AT ‘
+ moZnost vy&3i blokady D2 @ ° + riziko hyperprolaktinémie:

umozné&na sniZzenim vazby na s. nigra H + niz&i D2 afinita

striatalni D2 (viz striatum) ¥ 4— | * Zvyseni vydeje dopaminu (?)

+ parcialni agonizmus D2
+ rychla disociace z D2

Obrazek 2: ZjednoduSené schéma mechanizmu uéinku antipsychotik.
Piné Sipky znazorriuji hlavni neuronalni okruhy zahrnuté do patofyziologie
schizofrenie. Jedna se o reciproCni spoje z kortexu do hipokampu, resp. Sifeji do
mediotemporalniho kortexu a limbického systému (LS). Druhy okruh zahrnuje spojeni
kortex - striatum (str.) - globus pallidus (GP) — talamus - kortex. Prerusovanou Carou
Jsou znazornény dopaminergni projekce z ventralniho tegmenta (VTA) do neokortexu
a hipokampu (a dalSich limbickych oblasti). Nigrostriatalni projekce probiha od s.

nigra do GABA interneuront striata (adaptovano podle Konradi a Heckers, 2001).
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1.2.1. Antipsychotika prvni generace

Hlavnim mechanizmem ucinku antipsychotik prvni generace je blokada D2/D3
receptorll mezokortikalni, mezolimbické, nigrostriatalni a tuberoinfundibularni oblasti,
souCasna blokada presynaptickych dopaminovych D2/D3 zakoneni a po pfiblizné
12 tydnech depolariza&ni blokada dopaminového systému (Svestka, 2002). Blokada
receptord v mezolimbické a mezokortikalni oblasti je odpovédna za odstranéni
pozitivnich schizofrennich symptomu. To je ovSem provazeno fadou nezadoucich
ucinkl jako jsou extrapyramidové syndromy (blokada nigrostriatalniho systému). K
projevim patfi: parkinsonismus, akutni dystonie, tardivni dyskineze a akatizie,
hyperprolaktinémie (blokada tuberoinfundibularniho systému), nadmérna sedace
(blokada histaminovych H1 receptoru), posturalni hypotenze, pokles libida, poruchy
erekce, hypobulie, apatie (blokada adrenergnich a 1 receptort), zvySena hmotnost
(blokada H1 receptoru), suchost sliznic, poruchy akomodace, poruchy paméti a
sinusova tachykardie, fotosenzitivita, alergie, snizeni zachvatového prahu s rizikem
vyskytu epileptickych zachvatt a neurolepticky maligni syndrom.

Antipsychotika prvni generace nejsou dostateéné ucinna v terapii negativnich
a kognitivnich schizofrennich symptom( a mohou onemocnéni dokonce zhorSovat
(Lewander, 1994). 30-50 % pacientu s pozitivnimi schizofrennimi symptomy se po
podani téchto antipsychotik témér nezlepsi (Kane et al.,, 1993). Pfikladem
antipsychotik prvni generace jsou chlorpromazin a haloperidol.

V dostupnych modelech schizofrenii podobnému chovani haloperidol
(zastupce antipsychotik 1. generace) potlacduje zvySenou lokomoci, ktera je na
zakladé aktivace mesolimbického dopaminergniho systému povazovana za model
pozitivnich pfiznakd (Van den Buuse, 2010). Nizké davky (0.1 mg/kg) haloperidolu
snizuji lokomoci, a to jak samostatné, tak v kombinaci s nizkou davkou parcialniho
agonisty 5-HT1A receptort tandospironu. 5-HT1A agonisté zlepSuji haloperidolem
zpusobenou katalepsii (Ohno et al., 2008, 2009). Vysoké davky tandospironu pUsobi
proti haloperidolem indukované hypolokomoci (Bubenikova-Valesova et al., 2010).

Naopak v modelech kognitivniho deficitu a negativnich symptomu je
haloperidol i ve vysokych davkach neucinny. Haloperidol nema vliv na poskozeni
prepulzni inhibice ulekové reakce (PPIl) indukované 5-HT1A agonisty (Van den
Buuse a Gogos 2007). Hlavnim vedlejSim u€inkem je EPS az katatonie (Egan et al.,
1996).
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1.2.2. Antipsychotika druhé generace

Antipsychotika druhé generace, jako napfiklad amisulprid, klozapin, olanzapin,
quetiapin, risperidon, sertindol, sulpirid, se navzajem li§i farmakodynamickymi
parametry a spektrem nezadoucich ucinku. Antipsychotika druhé generace maiji
nékolik vyhod oproti antipsychotikim generace prvni, a to pfedevSim schopnost
pusobit i u farmakorezistentnich pacientd, jsou u0c€innéjSi v Iécbé negativnich
symptomu a kognitivniho deficitu a také v prevenci relapsu (Leucht et al., 2003).
Jejich podani obvykle nevede ke Klinicky vyznamnému zvySeni prolaktinu.
Antipsychotika druhé generace maiji ale také bohuzel nékolik vedlejSich u&inkl jako
je narGst hmotnosti (Wetterling et al., 1999) a také diabetes mellitus 2. typu
(Zimmermann et al., 2003). Atypicka antipsychotika jsou z klinického hlediska
definovana parametry efektivity, pribéhem IéEby a mirou bezpecnosti (Remington
2003).

| 1é€ba antipsychotiky 2. generace je spojena s nékterymi nezadoucimi
ucinky, jako je napfiklad nartust hmotnosti (Newcomer, 2007). Sledovani narustu
hmotnosti po podani olanzapinu a klozapinu bylo potvrzeno i ve zvifecich studiich.
Akutni injekce olanzapinu zpUsobuje u samcu potkanu hyperfagii. Ziprasidon
hyperfagii nezpusoboval. Chronicka peroralni lé¢ba olanzapinem, nikoli
ziprasidonem, zvySuje télesnou hmotnost a pfijem potravy u samcu potkana. |
odpovédnost za zvySovani télesné hmotnosti (Allison, et al., 1999; Leucht et al.,
2009). Antipsychotika 2. generace také snizuji typicky krouzici pohyb chakragati mysi
(Torres et al., 2004; Dawe et al., 2010); (viz kapitola Genetické modely).

Olanzapin narusuje prostorovou orientaci a pamét u naivnich mysi, kdezto u
sertidolu a klozapinu poSkozeni prokazano nebylo (Mutlu et al., 2011). MK-801
indukované poskozeni uceni a paméti se zlepsilo po podani olanzapinu, sertidolu a
klozapinu, coz znamena, Ze tyto léky maji kladny ucinek i na kognitivni pfiznaky
schizofrenie (Mutlu et al., 2011). Haloperidol a risperidon v davkach urcenych k léCbé
psychozy poskozuji kognitivni funkce, kdezto u klozapinu Zzadné poskozeni
kognitivnich funkci zaznamenano nebylo (Skarsfeldt, 1996; Arnt a Skarsfeldt, 1998;
Didriksen et al., 2006). Haloperidol také naruSuje vykon potkanu ve vodnim bludisti

(Skarsfeldt, 1996). VétSina studiii ukazuje, ze atypicka antipsychotika zlepSuji
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kognitivni funkce (Stip et al., 2003), ale existuji i studie, které toto nepotvrzuji
(Mortimer, 1997).

Z vySe uvedeného vyplyva opodstatnéna snaha hledani novych IéCiv na
schizofrenni onemocnéni, ktera by méla lepSi uc€innost na pozitivni a negativni

pfiznaky tohoto onemocnéni a zaroven zpusobovala méné vedlejSich ucinku.

v v

1.2.3. Atypicka antipsychotika a glutamat

V soucCasné dobé je pro antipsychoticky ucinek lékd dulezita vazba predevsim
k dopaminovym a serotoninovym receptortim (Horacek, 2004). Uginek antipsychotik
na glutamatergni systém v klinicky pouzivanych davkach prokazalo nékolik studii
(Heresco-Levy, 2003; Konradi a Heckers, 2003). Antipsychotika prvni i druhé
generace pusobi na glutamatergni systém pfimo jako parcialni agonisté glycinového
mista NMDA receptoru (Heresco-Levy, 2003). Byl prokazan také nepfimy vliv latek
na glutamatergni systém a predevsim na NMDA receptory. Inhibice dopaminovych
D2 receptoru aktivuje proteinkinazu A, ktera vede k fosforylaci GIuN1 podjednotky
NMDA receptoru. Fosforylace GIuN1 podjednotky vyrazné zvySuje aktivitu NMDA
receptoru (Salter a Kalia, 2004). Antipsychotika také inhibuji glutamatovy transportér
a tim zvysSuji extracelularni hladinu glutamatu in vivo a pravé zvySena hladina
glutamatu po podani haloperidolu ve striatalni oblasti mize zpusobovat rozvoj EPS
(Marchese et al., 2002).

Zmény exprese podjednotek NMDA receptoru byly méfeny u schizofrennich
pacientd post mortem, ty ale mohou byt zplUsobeny dlouhodobym uzivanim
antipsychotik (Kristansen et al., 2007). Laborator Pilowskeho v roce 2006 provedla
studii pomoci zobrazovacich metod na pacientech se schizofrenii, ktefi jesté nebyli
medikovani. Studie ukazala, Ze pacienti méli snizenou denzitu NMDA receptor(
v levém hippokampu (Pilowsky et al., 2006).

Pfedpoklada se, ze NMDA receptor je spojen s 5-HT1A receptorem, coz by
znamenalo, Ze latky, které ovliviiuji tento receptor, budou ménit expresi a vlastnosti
NMDA receptoru a budou tedy mit vliv i na kognitivni funkce. Nizka aktivace 5-HT1A
receptorl zlepSuje u potkanl kognitivni deficit navozeny inhibici NMDA receptort. A
naopak vétsi davky agonisti 5-HT1A receptord zhorSuji schizofrenii podobné
chovani (Bubenikova-ValeSova et al., 2007). Tyto rozdilné uc€inky nizké a vysoké
davky agonisty 5-HT1A receptord se daji vysvétlit odliSnymi vlastnostmi 5-HT1A
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autoreceptorll a postsynaptickych receptor(. Pfedpoklada se, ze vysoka davka
agonisty 5-HT1A receptorl aktivuje oba typy receptoru, prevazi aktivace
postsynaptickych 5-HT1A receptorQ, které inhibuji glutamatergni neurony, coz ma
stejny efekt jako blokace NMDA receptorli — navozeni schizofrenii podobného
chovani - proto dochazi ke zhorSeni psychézy. Podobnych vysledkl bylo dosazeno i
opakovanym podavanim tandospironu. V naSich pokusech jsme prokazali, zZe
podavani parcialnich agonistl opravdu ovliviiuje expresi podjednotek NMDA

receptoru a tudiz by toto mohlo byt podkladem pro vyvoj nového typu antipsychotika.

1.3. Animalni modely schizofrenie

Schizofrenie je klinicky velmi zavazné onemocnéni, proto snaha o lepSi
porozuméni jeji neurobiologické podstaté patfi k zakladnim ukolim soucasné
psychiatrie. Ve vyzkumu schizofrenie a lé¢ebnych moznosti hraji velmi dulezitou roli
modely této nemoci. Vyuzivaji se pfedevSim animalni modely, humanni modely jsou
rozvijeny v poslednich dvou desetiletich na zdravych dobrovolnicich. Vytvofit funkeni
animalni model schizofrenie je velmi obtizné. U laboratornich zvifat mizeme
sledovat nékteré symptomy lidské psychopatologie pouze pomoci registrace
motorického, socialniho projevu nebo se daji sledovat elektrofyziologické aktivity
mozku. Podle konstrukce mohou byt modely déleny na neurovyvojové, genetické a
farmakologické. Hodnoti se validita (zda model skute¢né modeluje to co ma), a to ve
tfech doménach (Lipska a Weinberger, 2000) - konstrukéni, fenomenologické a
predikéni.

To jaka je schopnost modelu reprodukovat predpokladanou etiopatogenezi
nemoci, ukazuje konstrukéni validita. Fenomenologicka validita vyjadfuje schopnost
modelu reprodukovat pfiznaky onemocnéni. U animalnich modeli schizofrenie Ize
hodnotit pouze ty pfiznaky, které jsou mezidruhové, jako napfiklad snizeni socialni
interakce, stereotypie, atd., (viz. tabulka 6). Predikéni validita je dana tim, zda Ize
modelované pfiznaky IéCit podobnymi postupy, jako je tomu u nemoci samé. U
schizofrenie tedy hodnotime odpovéd na podavani antipsychotik a model by tedy mél
vykazovat shodu mezi vysledkem experimentu a znamou klinickou uc€innosti. Pro
potfeby této diplomoveé prace zminime podrobné modely, které jsou spojeny s NMDA

receptory.
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Tabulka 6: Srovnani klinickych symptoml schizofrenie a schizofrenii
podobného chovani indukovaného NMDA antagonistou MK-801 (pfevzato a

pozménéno z Lipska a Weinberger, 2000).

Klinické symptomy schizofrenie Behavioralni zmény v animalnich
modelech schizofrenie

Psychotické symptomy Zvysena pohybova aktivita

Stereotypni chovani Opakovani urcitého chovani-cCichani, ¢isténi,
kyvani hlavou

Zhorsené zvladani stresu Zmény v lokomo¢éni aktivité nebo chovani
navozené stresem

Deficit ve zpracovani informaci Deficit v prepulzni inhibici ulekové reakce

Kognitivni deficit Zhorseni prostorové paméti

Deficit v pozornosti Deficit v latentni inhibici

Socialni oplosténi Redukce socialnich kontaktt

1.3.1. N-methyl-D-aspartatové receptory a jejich vyznam v modelovani
schizofrenie

NMDA receptory jsou difuzné rozlozeny v celém mozku a fadi se mezi
ionotropni glutamatové receptory spolu s AMPA (Q) receptory (a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-isoxazol-4-propionova kyselina) a KA receptory (kainatové receptory, kyselina
kainova). Druhou velkou rodinou glutamatovych receptord jsou metabotropni
receptory — membranové receptory sprazené s G-proteinem. lonotropni glutamatove
receptory (iGIuR) jsou pentamery, slozené z riznych podjednotek, vycet je uveden
v tabulce 7. Uvnitf kazdé receptorové rodiny panuje az 80 % homologie, mezi
jednotlivymi rodinami pak homologie zhruba 50 %. Schématické znazornéni

topologie podjednotky iGIuR je na obrazku 3.

Tabulka 7: Prehled ionotropnich glutamatovych receptoru a jejich podjednotek

GluR1 GRIA1
GluR2 GluR4 GRIA2 GRIA4
GluR5 GIuR6 GRIK1 GRIK2
GIluR7 KA-1 GRIK3 GRIK4
KA-2 GRIK5

GluN1 GRIN1

GIuN2A GIuN2B | GRIN2A GRIN2B
GIuN2C GIuN2D | GRIN2C GRIN2D
GIuN3A GIuN3B | GRIN3A GRIN3B
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Obrazek 3: Struktura NMDA receptoru, molekularni struktura NMDA receptoru,
(CNSforum.com 2002).

lonotropni NMDA receptory jsou transmembranoveé ligandem fizené iontové
kanaly, které pro své otevieni vyzaduji, aby se dva agonisté glycin (Gly) a glutamat
(Glu) navazaly na extracelularni domeénu receptoru (Johnson et al., 1987; Kleckner et
al., 1988), (viz. obrazek 4). Vtok iontl je zahajen, jen pokud jsou v§echna vazebna
mista obsazena agonisty. Samotny Gly ani samotny Glu kanal NMDA receptoru
neotevie. Vyznam tohoto jevu neni uplné znam, nebot normalni fyziologické
koncentrace glycinu by mély byt saturacni. Nicméné hladina glycinu mize byt
regulovana inhibitory. Cykloserin (plvodné uzivany jako antituberkulotikum) je slaby
parcialni agonista glycinového vazebného mista, muze zesilovat ucinek
antipsychotickych farmak u pacientt se schizofrenii (Goff et al., 1995).

Jinym farmakologickym cilem je vazebné misto pro Mg?* nebo jeho té&sné
sousedstvi. Sem se vazi latky jako fencyklidin (PCP) a pfibuzna farmaka jako MK801
nebo ketamin (cyklohexylaminova anestetika). Ve vysSich davkach pusobi jako
disociativni anestetika. Mnohé z nich se pouzivaji jen veterinarné, i kdyz tfeba
ketamin je obliben pediatry — déti nejsou tolik nachylné k vedlejSim efektim
psychotického typu. V nizkych koncentracich plsobi psychotomimeticky a navozuji
kognitivni poruchy (halucinace, iluze) podobné nékterych symptomum schizofrenie,
proto se také pro modelovani schizofrenie pouzivaji. Pusobi jako nekompetitivni
antagonisté NMDA receptor, vazi se pouze na oteviené kanaly (Anis et al., 1983).

Afinita jednotlivych latek k NMDA receptoru je uvedena v tabulce 8.
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Tabulka 8: Afinita vybranych antipsychotik k NMDA receptoru, provedeno na
experimentu ter¢ikoveho zamku za vyuZziti [°H](+)-MK-801, na neuronalnich kulturach

in vitro, (Parsons et al., 1995)

Latka Binding Ki (uM)

Memantin 0.70 £ 0,11

MK-801 0,0026 + 0,0002
Ketamin 0,2 £ 0,02
PCP 0.5+0,10

Byly identifikovany dvé hlavni rodiny NMDA receptorovych podjednotek
(GluN1 a GluN2) a jedna mala rodina modulacnich podjednotek oznacovanych jako
GIuN3 (A-B) podjednotky. VétSina funk&nich NMDA receptorli v dospélém savéim
mozku je tvofena 4 podjednotkami, které v drtivé vétSiné pravdépodobné existuji jako
GIuN1-GIluN2 (A-D) heterotetramery. GIuN3 podjednotky jsou exprimovany zejména
ve vyvijejicim se CNS (Ozawa et al., 1998; Stephenson, 2001). V prefrontalnim
kortexu a hipokampu je v NMDA receptoru zastoupena hlavné podjednotka GIuN2A
nebo GIUN2B (Sheng et al.,, 1994; Law et al., 2003). Pfi hodnoté membranového
potencialu niz8i nez cca -50 mV je koncentrace iontt hoidiku (Mg?") dostateéné
vysoka na to, aby dokazala i v pfitomnosti glutamatu nebo aspartatu potlacit tok iontu
NMDA receptorem. P¥i vstupu Mg?* do poru kanalu ztraci ion pomalu svdj hydrataéni
obal a jeho dali postup je omezen. Mg?* se rychle pohybuje z/do otevieného kanalu
a zpusobuje rychlé kratké inhibice tokl proudld. Pro nutnost depolarizace (idealné
alespon o 30 mV) byvaji NMDA receptory nékdy oznacCovany také jako hybridni
kanaly (nestaci jim jen ligand). Aktivace NMDA receptord vede k nespecifickym
tokim Na® a K*, oproti AMPA a KA receptoriim je vdak NMDA receptor vysoce
propustny pro Ca?*. Permeabilita NMDA receptort pro Ca?" je asi 10x vy33i neZ pro
Na®. PFiliv Ca?" pfes NMDA receptor spousti kaskadu intracelularnich déja, které
reguluji mnoho typl neuroplasticity (Greer a Greenberg, 2008; Wayman et al., 2008)
v€éetné synaptické plasticity, mnozstvi a uspofadani dendritl a zpracovani

synaptogeneze.
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Obrazek 4: Linearni zobrazeni aminokyselinové sekvence podjednotky
ionotropniho glutamatového receptoru (iGIuR); (nahore), a schématické
znazornéni topologie podjednotky iGIuR (dole). VSechny podjednotky iGIUR se
Skladaji ze dvou velkych extracelularnich domén - N-terminalni doména (NTD,
zelena) a agonistu vazajici domény (ABD, modra). Kazda podjednotka v
tetramerickém (GIuR zasahuje do centralniho poru iontového kanalu pres
transmembranovou doménu (TMD, oranZova), ta obsahuje tfi helixy (M1, M3, M4 a)
a smyCku M2, ktera spojuje helix M1 s helixem M3. C-terminalni doména (CTD) se
nachazi na intracelularni strané membrany. Agonistu vazajici doména je sloZzena ze
dvou segmenti aminokyselin (S1 a S2). Agonisté se navazuji do mezery vytvofené
mezi dvéma laloky (D1 a D2) agonistu vazajici domény. Agonista indukuje uzavreni
mezery v agonistu vazajici doméné, coz je pocatecni konformacni zména, ktera vede
spusténi aktivace receptoru a otevieni centralniho iontového kanalu, (pfevzato z
Risgaard et al., 2010).

1.3.2. Humanni modely schizofrenie

V souCasnosti se pouziva akutni nebo chronické podavani ketaminu
(nekompetitivni antagonista NMDA receptort). Tento model je zaloZen na
glutamatergni hypotéze schizofrenie (Javitt a Zukin, 1991; Carlsson et al., 2001).
Tato hypotéza predpoklada, Ze inhibice NMDA receptord sekundarni aktivaci
mesolimbického dopaminergniho systému, vede k psychodze.

Nejvlivnéjsi humanni model schizofrenie je podani subanestetické davky
ketaminu (i.v. 0,5mg/kg, béhem 20-30 min), ktery je jako jedina z téchto latek

registrovana jako IéCivo pro Clovéka. Ketamin byl syntetizovan v roce 1962, na trh byl

27



uveden jako anestetikum v roce 1970 (White et al., 1982). Uginek ketaminu je
zprostfedkovan nekompetitivnim antagonismem glutamatoveho NMDA receptoru
(Anis et al., 1983; Craven, 2007). Ketamin se vaze dovnitf kanalu tohoto receptoru,
na tzv. vazebné misto pro PCP a touto blokaci zvySuje hladinu glutamatu v
synaptické Stérbiné. NMDA receptory se nachazeji na GABAergnich inhibi¢nich
interneuronech. Blokadou téchto interneuronu ketaminem v pfednim talamu dochazi
k excitaci postsynaptickych glutamatergnich projek&nich neuronl, coz vede ke
zvySsenému uvoliovani glutamatu (Moghaddam et al., 1997; Stone, 2009).
V posledni dobé se uclinek také pfisuzuje stimulaci dopaminovych D2 a
serotoninovych 5-HT2 receptor (Seeman et al., 2005).

Model, zaloZzeny na podavani ketaminu vychazejici z pfedpokladané poruchy
v glutamatergnim systému, ktera je jedou z nejvlivnéjSich teorii patofyziologie a
etiologie schizofrenie (Bubenikova-ValeSova et al.,, 2008). Pro toto svédcCi fada
nalezl od molekularnich interakci pres strukturni a klinické nalezy — zmény v expresy
GIuN1 a GIuN2 podjednotek NMDA receptoru (Konradi a Heckers, 2003), snizeni
hladin glutamatu v cerebrospinalnim moku, hipokampu a prefrontalni kufe a vysSi
vyskyt polymorfizm( genu, které souviseji s glutamatergnim systémem u nemocnych
schizofrenii. Tento model spliuje také fenomenologickou validitu, u dobrovolniku
vede podani ketaminu ke kratkodobé indukci pozitivni (pfevazné vizualni halucinace),
negativni (oplosténi afektivity, zpomalené psychomotorické tempo, obtiZznosti v
soustfedéni a interpersonalni komunikaci) a kognitivni symptomatiky (deficit v
deklarativni, verbalni, nonverbalni pracovni paméti a prostorové paméti (Krystal et
al., 1994; Adler et al., 1999; Krystal et al., 1999; Parwani, 2005; Stefanovic et al.,
2009). U schizofrennich pacientl pak ketamin exacerbuje psychotické symptomy,
které pacienti pfirovnali k vlastni akutni psychdéze (Lahti et al., 1995; 2001).
Zobrazovaci studie s ketaminem ukazuji, ze podani ketaminu vede k metabolické
hyperaktivité ve frontalni oblasti mozku, cingulu a talamu (Vollenweider et al., 1997;
Langsjo et al., 2003).

Modelovani schizofrenie ketaminem vykazuje vysokou konstrukéni,

fenomenologickou a ¢asteCné také predikéni validitu.
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1.3.3. Animalni modely schizofrenie

Zvifeci modely schizofrenie muzeme rozdélit na neurovyvojové, genetické a

farmakologické.

1.3.3.1 Neurovyvojové modely

Jsou modely zalozené na experimentalnim narusSeni vyvoje mozku, které vede ke
zméné funkce mozku i chovani subjektu. Schizofrenie obvykle nastupuje kolem

20. roku zZivota, neurovyvojové modelované zmény v chovani by se tedy mély projevit
az v Casné dospélosti zvifete (Lipska a Weinberger, 2000). Nalezy z post mortem
studii - variace v korové bunécné architektufe pravdépodobné vyvojové povahy
(Akbarian et al., 1993; Kirkpatrick et al., 1999; Lodge a Grace, 2009) — inspirovaly
vznik zvifecich modelu s porusenou neurogenezi napfiklad Vohs et al., 2009. Tyto
modely vychazeji z pfedstavy, ze specifické prenatalni poruchy bunéfné maturace
vedou k relevantnim biologickym zménam a ke zménam chovani v dobé, kdy zvife
dosahne zralosti.

Neurovyvojovy model schizofrenie zaloZzeny na inhibici NMDA receptoru ma
zaklad v praci lkonomidou a kolektivu z roku 1999. Uvadi, ze podani antagonistu
NMDA receptoru dizocilpinu (MK-801) a fencyklidinu (PCP) plodu v pozdni fazi
prenatalniho vyvoje nebo v ¢asném postnatalnim obdobi potkana zvySi neuronalni
smrt apoptézou (lkonomidou et al., 1999). Naopak, podanim téchto latek potkanim v
dospélém véku, se zvySi poskozeni neuronalni tkané zpusobené nekrézou s
naslednou gliézou (Olney et al., 1991). ZvySena apoptéza neuronl po systémovém
akutnim a chronickém podavani PCP, ketaminu nebo MK-801 v c¢{asném
postnatalnim obdobi (mezi 7 a 11 dnem Zzivota), bylo potvrzeno ve vSech studiich,
které byly provedeny na zvifatech (lkonomidou et al, 1999; Harris et al, 2003;
Fredriksson et al, 2004; Stefani a Moghaddam, 2005).

V souladu s neurovyvojovou hypotézou podavani antagonistt NMDA
receptorll v Casném postnatalnim obdobi méni chovani potkani v dospélosti.
Behavioralni projevy u potkanu, které jsou spojeny s pfiznaky a neurobiologickymi
ukazateli schizofrenie, zahrnuiji ¢tyfi hlavni oblasti: hyperlokomoci, stereotypie, deficit
ve zpracovani informaci, zhorSeni kognitivnich funkci - pracovni pamét a pozornost
(Honey et al., 2008), a zhorSenou socialni interakci (Lipska a Weinberger, 2000;

Morgan et al., 2010). ZhorSeni kognitivnich funkci je v souasnosti povazovano za
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primarni a pfetrvavajici projev u pacientli se schizofrenii (Andreasen et al., 1999).
Inhibice NMDA receptoru v ¢asném postnatalnim obdobi vede k poruse pracovni a
referenéni paméti v Morrisové vodnim bludisti u dospélych potkant (Gorter a de
Bruin, 1992; Sircar a Rudy, 1998; Sircar, 2003; Stefani a Moghaddam, 2005).
Nékteré studie ukazaly zmény v prepulzni inhibici ulekové reakce (PPI) u dospélych
potkanu (Takahashi et al., 2007). Jiné studie ovSem tuto zménu v PPl neprokazaly
(Stefani a Moghaddam, 2005; Rasmussen et al., 2007). Na zakladé
hyperdopaminergniho stavu mesolimbického systému, mize byt hyperlokomoce u
potkan( v korelaci s pozitivnimi symptomy schizofrenie (McCullough a Salamone,
1992; Lipska a Weinberger, 2000). Nékteré z dalSich studii (Stefani a Moghaddam,
2005) hyperlokomoci po podani antagonistt NMDA receptort neprokazaly.

Platnost neurovyvojového modelu je podpofena epidemiologickymi studiemi
o prenatalnich, ¢asnych vyvojovych a behavioralnich faktorech spjatych s nemoci,
dale pak studiemi détské schizofrenie (Nicolson et al., 2000) a nalezy molekularnich
markert abnormalniho korového vyvoje ve tkanich schizofrennich mozku, (Lewis a
Levitt, 2002) ¢i nalezy abnormit na molekularni urovni, modelované v animalnich

studiich.
1.3.3.2 Genetické modely

Genetické modely jsou zaloZzené na pouziti transgennich zvifat (s cilené
odejmutym nebo nefunkénim genem), eventualné na selekci kmend s urcitym
chovanim. U transgennich modell se pouzivaji mutace gena s pfedpokladanou roli
v patologii schizofrenie — dopaminové receptory, dopaminovy transportér (s upiné
vyfazenym - DAT-KO mysi (Giros et al., 1996), nebo s omezenou funkénosti - DAT-
KD mySi (Zhuang et al., 2001), serotoninovy transportér SERT-KO (Sora et al.,
2001), rlzné Casti glutamatergniho systému atd. Vzhledem k vyznamné uloze NMDA
receptoru v etiopatogenezi schizofrenie jsme se zaméfili na genetické modely
zaloZené na vyfazeni urcitych podjednotek NMDA receptoru.

U schizofrenie byl prokazan zménény prenos glutamatu, coz podporuje roli
NMDA receptort jako zprostfedkovatele neurotransmise. To vedlo k formulaci
obecné glutamatové hypofunkéni hypotézy této nemoci (Lindsley et al., 2006). Byly
provedeny studie, kde byla snizena exprese GIuN1 podjednotky NMDA receptoru u

mySi na 5-10 % puvodni urovné. Takto modifikované mysSi vykazovaly chovani
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obdobné u schizofrenie: zvySenou pohybovou aktivitu, sniZzenou metabolickou
aktivitu (autoradiografické méreni pfijmu 14C-2 deoxyglukosy) v oblasti medialni
prefrontalni kdry, anterialniho cingula a hippocampu (Duncan et al., 2002), snizeni
socialni interakce (Mohn et al., 1999; Duncan et al., 2004) a sniZeni PPI (Duncan et
al., 2004, 2006; Powell et al., 2009). Porucha funkce NMDA receptoru vyfazenim
funkéné nezbytné GIuN1 podjednotky, v kortikalnich interneuronech béhem ¢asného
vyvojového obdobi, vyplyvajici z epigenetické nebo genetické zmény NMDA
receptoru nebo ovlivnénim navazujici signalni kaskady, vede k abnormalnimu
kortikalnimu zrani a zvySeni nachylnosti k psychiatrickému onemocnéni v dospivani
(Belforte et al., 2010). MySi s uplnym vypusténim genu pro GluN1 podjednotku
uhynou hned po narozeni (Forrest et al., 1994). Dale jsou to modely, kdy je vyfazena
GIuN2A nebo GIuN2B podjednotka NMDA receptoru. Pravé abnormality v regulaci
GIuN2B podjednotky NMDA receptoru vyznamné ovliviuji uCeni a pamét u
schizofrenie (Loftis a Janowsky, 2003). GIuN2B asociuje s mikrotubularnim
komplexem, ktery se sklada z APBA1/Mint1/X11, CASKI/Lin2 a Lin7 (A-C) / Veli (1-3)
proteini a s mikrotubuly asociujici ATPaza, KIF17 (Setou et al., 2000). Tento
komplex je nezbytny pro transport GIuN2B podjednotky do NMDA receptoru
(Guillaud et al., 2003; Yuen et al., 2005; Guillaud et al., 2008). Dulezitost GIluN2B
podjednotky NMDA receptoru, ve spojitosti s regulaci vysSich kognitivnich funkci
podporuje studie Wonga a spolupracovnikil z roku 2002, dokazuje, Ze zvySena
exprese KIF17 u transgennich mySi je spojena se zvySenou expresi GIuN2B, coz
vede ke zlepSeni prostorové a pracovni paméti (Wong et al., 2002).

Dale se pouzivaji modely, které testuji zapojeni genl do etiopatogeneze
schizofrenie. Stejné jako u schizofrenie, byly vyvinuty mysSi modely s posilenou
vazbou NRG1-ErbB4, tyto mySi maji stejny fenotyp jako nemocni schizofrenii -
naruSeni PPI, hyperaktivitu strukturalni abnormality mozku - rozSifeni postranni
komory (Jaaro-Peled et al, 2010). Akt1 KO mysi potvrzuji zapojeni této kinazy do
etiologie schizofrenie (Balu et al., 2010; Balu a Coyle, 2011). Mysi, kterym chybi Akt1
vykazuji chovani a neuronalni abnormality podobné schizofrenii, jako jsou zména
v PPI, poSkozeni pracovni paméti, snizeni synaptické plasticity a dendritické hustoty
(Desbonnet et al, 2009).

,Chakragati (CKR)“ mysS je geneticky modifikované zvife pro modelovani
schizofrenie. Ukazuje se, ze mulze slouzit ke zkoumani aplikace antipsychotik pro

pacienty se schizofrenii (Dawe a Ratty, 2007). CKR my$ je vysledek transgenni
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inzeréni mutace, v homozygotnim stavu takto upravena mys$ vykazuje abnormalni
krouzivy fenotyp (,tancici mysi“), (Ratty et al., 1990). Tento fenotyp je spojen se
zvySenou krouzivou motorickou aktivitou, ktera je obdobna u mySi po podani
antagonistd NMDA receptoru, coz zpUsobuje chovani pfipominajici pozitivni pfiznaky
schizofrenie (Torres et al, 2004). CKR my$ také kopiruje dalSi aspekty, které jsou
podobné pfiznakim schizofrenniho onemocnéni jako napfiklad socialni stazeni
(Torres et al., 2005), zmény v PPI (Verma et al., 2008), striatalni dysfunkce (Braff a
Geyer, 1990) a dalSi. Tyto mySi tudiz mohou byt pouzity pro modelovani nékterych
aspektu schizofrenie (Dawe a Ratty, 2007; Torres et al., 2004, 2005).

Genetické modely hypofunkce NMDA receptori ukazuji konstruktivni platnost
modelu a nékteré z nich také fenomenologickou platnosti. PfedevSim pak na

vyznamnou roli GIuN1 a GIuN2B podjednotky v patofyziologii schizofrenie.
1.3.3.3 Farmakologické modely

DalSim pfistupem ke studiu schizofrenie jsou farmakologické modely, které
vychazeji ze soucasnych znalosti o roli jednotlivych neurotransmiterovych systéma.
Stejné jako u animalnich modell se pouziva akutniho nebo chronického podavani
nekompetitivnich antagonistd NMDA receptor(. Jako nekompetitivnich antagonista
NMDA receptorl se u zvifat uziva PCP, MK-801 a ketamin. Fencyklidin (PCP) je
latka puvodné slouzici jako disociativni anestetikum, jeho pouziti je vSak spojeno
s fadou nezadoucich ucinkl a mimo jiné maze vyvolat zavislost (Baldridge a Bessen,
1990). Podobné jako PCP je dizocilpin (MK-801, syntetizovan v roce 1982) pivodné
vyvinut jako neuroprotektivni a antikonvulzivni latka (Olney et al., 1989; Kochhar et
al., 1991). Posledni kandidat pro modelovani schizofrenie v animalnich modelech je
stejné jako u lidskych modeld ketamin. Tato latka se li§i ve svém
farmakodynamickém profilu, viz tabulka 7. U hlodavcu a opic subanesteticka davka
téchto latek pasobi hyperlokomoci, stereotypni chovani, poruchu PPl a zhorSuje
socialni chovani (Bubenikova-ValeSova et al., 2008). Ukazuje se, Zze opakované
podani nekompetitivniho antagonisty NMDA receptor( vede ke specifickym zménam
v chovani, biochemickych a morfologickych parametrech v centralni nervove
soustavé, které jsou v mnoha ohledech schizofrenii podobné.

Akutni podani NMDA antagonisti zpUsobuje zvySeni extracelularnich hladin

dopaminu i glutamatu v prefrontalni kife a méni aktivitu dopaminergnich bunék
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v nucleus accumbens (Adams a Moghaddam, 2001). U potkanu vedlo podani
subanestetickych davek ketaminu ke zvyS$eni metabolismu v prefrontalni, orbitalni a
cingularni kufe, hipokampu, talamu a amygdale (Duncan et al., 1998). Lokalni
aplikace PCP do medialni prefrontalni oblasti u potkant zpusobila snizeni
extracelularni hladiny GABA (Yonezawa et al., 1998), ve striatu méla mistni aplikace
latky opacny efekt (Lillrank et al., 1994). Po akutnim podani antagonistt NMDA
receptorli se v subkortikalni oblasti zvySila produkce dopaminu a zvysil se i pomér
DOPAC/dopamin v nucleus accumbens (Hatip-Al-Khatib et al., 2001; Jentsch et al.,
1997).

U nemedikovanych pacientl se schizofrenii mira metabolizmu glukézy klesla
v talamu, frontalnim a temporalnim laloku (Lehrer et al., 2005). V jiné studii byl u
pacientl se schizofrenii, ktefi méli pozitivni pfiznaky prokazan hypermetabolismus ve
frontalni kiife a talamu, stejné jako ve striatu a temporalni kiife (Soyka et al., 2005).
Bylo prokazano, ze zmény v metabolismu po akutnim podani antagonistt NMDA
receptort jsou podobné tém, které se vyskytuji u pacientl s akutnim psychotickym
stavem.

PFilisné zmény v neurotransmiterovych systémech, které nasleduji po akutni
podani antagonistt NMDA receptoru maji za nasledek zmény v chovani
laboratornich zvifat (mysi, potkanu a opice). Studie, které se zabyvaiji problematikou
podani antagonistd NMDA receptoru prokazaly zhor$eni pracovni paméti, snizila se
uroven PPI, naruSena byla socialni interakce, byla zvySena hyperlokomoce a zvysila
se i stereotypie (Jentsch a Roth, 1999; Zajaczkowski et al., 2003; Linn et al., 2007).
V pokusech na opicich (Maccaca mulatta) akutni davka ketamin zhorsila exekutivni
funkce (Stoet a Snyder, 2006), tyto vysledky jsou velmi podobné vysledkim
ziskanych ve studiich s pacienty se schizofrenii (Kravariti et al., 2005).

Chronické podavani antagonistt NMDA receptorl zplUsobuje pokles
extracelularniho glutamatu ve frontalni oblasti mozku mysSi (Zuo et al., 2006). Oproti
akutnimu podani antagonisti NMDA receptort chronické podavani snizuje produkci
(pomér DOPAC/dopaminu) a utilizaci (pomér HVA/dopaminu) dopaminu v
prefrontalni dorzolateralni kife a prelimbické kufe u potkanl a opic (Jentsch et al.
1997). Podobné zmény v glutamatergnim a dopaminergnim systému byly nalezeny u
pacientd se schizofrenii (Kim et al., 1980; Tsai et al., 1995; Breier et al., 1997).
Chronicka preruSovana expozice PCP vyvolava snizeni vyuziti glukozy ve

prefrontalni kdfe, talamu a auditornim systému, studie potvrzuji podobné zmény u
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schizofrenie (Lehrer et al., 2005). Nékolik dalSich studii potvrzuji zvySenou hladinu
glutaminu v prefrontalni kafe, pfednim cingulu a talamu u pacient v prabéhu prvni
schizofrenni epizody (Bartha et al., 1997; Theberge et al., 2002). Podobné zmény v
metabolismu glutamatu byly nalezeny ve frontalni oblasti potkant po opakovaném
podani MK-801 (Kondziella et al., 2006).

Chronické podavani antagonisty NMDA receptoru snizuje expresi proteinu
RGS4 (Gu et al.,, 2007). NizSi exprese RGS4 byla prokazana ve frontalni oblasti
pacientl se schizofrenii (Mirnics et al., 2001). Chronické podavani MK-801 zvySuje
expresi mMRNA podjednotky GIuN2B a GIuN1 NMDA receptoru v hipokampu u
potkant (Rujescu et al., 2006) a snizuje expresi GIuUN2A podjednotky (Oh et al.,
2001; Rujescu et al., 2006). U potkant nebyly sledovany Zadné vyznamné zmény v
urovni exprese podjednotek NMDA receptoru (GIuN1, GIuN2A nebo GIuN2B) po
rizné dlouhé aplikaci PCP (Gu et al., 2007).

VySe uvedené zmeény neurotransmiterovych systémO po dlouhodobém
podavani antagonisti NMDA receptord jsou spojené se zmé&nami v chovani. Snizeni
kognitivnich funkci a zpracovani informaci po chronickém podani antagonistd NMDA
receptori byly prokazany v nékolika studiich u rGznych druh( zvifat (Schulz et al.,
2001; Stefani a Moghaddam, 2005; Vales et al., 2006).

V animalnich studiich ketamin v subanestickych davkach vykazoval podobnou
afinitu jak k NMDA receptorum, tak k vysoko-afinitnimu stavu dopaminovych D2 (D2
high) a serotoninovych 5-HT2 (5-HT2 high) receptort (Kapur et al., 2002). Vazba
ketaminu na dopaminové D2 high receptory je pfiblizné stejna jako jeho schopnost
blokovat NMDA receptory (Seeman et al., 2008). Kromé pfimého vlivu na receptory,
subanesteticky ketamin akutné zvySuje vyplavovani dopaminu a serotoninu
v rliznych oblastech mozku potkanu, predevsim v prefrontalnim kortexu (Verma a
Moghaddam, 1996; Lindefors et al., 1997). Mechanizmus ucinku subanestetickych
davek ketaminu se vysvétluje jeho inhibi¢nim ptusobenim na inhibiéni dopaminergni a
serotoninergni drahy, které vedou zejména ze striata. Tim se ruSi inhibi¢ni vliv na
talamus. Talamus, jako regulator senzorickych a kognitivnich informaci, je zahlcen
vstupem téchto serotoninergnich a dopaminergnich drah, coz nasledné vede k
neschopnosti tyto informace filtrovat. Tento mechanizmus se pfirovnava k moznému
mechanizmu vzniku psychézy (Vollenweider a Geyer, 2001).

V animalnich modelech agonisté dopaminovych a serotoninovych receptor

vyvolavaji pfiznaky podobné pozitivnim symptomim schizofrenie. Naproti tomu
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subanestetické davky ketaminu napodobuji kromé pozitivnich i negativni a kognitivni
symptomy (Becker a Grecksch, 2004). Negativni a kognitivni pfiznaky jsou nejspise
zpusobené pFfimym ovlivnénim (blokadou) NMDA receptort. V animalnich modelech
se projevuji napf. snizenou socialni interakci (Becker et al., 2004) a deficitem
kognitivnich funkci v rliznych parametrech (prostorové uceni, ukladani a kédovani
novych informaci, konsolidace pamétové stopy), (Alessandri et al., 1989; Stuchlik a
vale$, 2005; Bubenikova-ValeSova et al., 2008; Pitsikas et al., 2008). V animalnich
modelech ketaminem indukované zvySeni extracelularnich hladin glutamatu ve
striatu (Bustos et al., 1992) a v medialni prefrontalni kife (Moghaddam et al., 1997)
taktéz odpovida glutamatergni hypotéze schizofrenie.

Vzhledem ke své Casové nenaroCnosti je tento model Casto pouzivan pro
testovani ucinnosti latek s potencialnim antipsychotickym uéinkem (Bubenikova et
al., 2005; Large, 2007). Animalni modely schizofrenie zalozené na dlouhodobém
podavani antagonisti NMDA receptorl vykazuji konstruktivni a fenomenologickou
validitu. Zmény v neurotransmiterovych systémech vykazuji podobné symptomy,
které se vyskytuji u pacientli se schizofrenii. Antagonisté NMDA receptort zpUsobuji
kognitivni dysfunkce, a to zejména v pracovni paméti a pozornosti, i to podporuje
platnost tohoto modelu jako vhodného k vyzkumu schizofrenie. Tyto modely maji
velmi dobrou predikéni validitu a lze je uspésSné vyuzit pro testovani novych

antipsychotik (Bubenikova et al., 2005).

2.4. Serotoninovy 1 A receptor v |é¢bé a patofyziologii schizofrenie

2.4.1. 5-HT1A receptor — struktura, funkce, umisténi

Serotonin (5-hydroxytryptamin; 5-HT) byl objeven pfed 50 lety. V dnesni dobé
je tento neurotransmiter spojovan s fadou psychiatrickych onemocnéni, jako je
uzkost, migréna, deprese, schizofrenie a demence. Serotonin se syntetizuje
z aminokyseliny tryptofan. Serotonergni neurony se nachazeji v rafealnich jadrech,
axony téchto neuronl jsou projektovany do dalSich oblasti mozku jako je mozkova
kdra, limbicka oblast, bazalni ganglia, diencefalon a micha. V centralni nervové
soustavé existuje sedm rodin (5-HT1 az 5-HT7) serotoninovych neuront zahrnujicich
14 typl receptort (5-HT1A/1B/1D/M1E/MF, 5-HT2A/2B/2C, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5A/5B,
5-HT6, a 5-HT7), mimo 5-HT3 receptory jsou ostatni G-proteiny fizené receptory
(Roth, 1994). 5-HT1A, 5HT1B a 5-HT1D jsou soucasné i autoreceptory umistény
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somatodendriticky (Hoyer et al., 2002). Molekularni struktura 5-HT1A receptoru je
vidét na obrazku 5.

5-HT receptor

synaptic cleft

terminal

post-synaptic
membrane

carboxyl (C) terminal

© CNSforum.com

Obrazek 5: Struktura 5-HT1A receptoru, molekularni struktura 5-HT1A receptoru
(CNSforum.com).

5-HT1A receptory jsou prevazné exprimovany v limbické oblasti (hipokampus,
amygdala, a lateralni septum) a rafealnich jadrech (Pucadyil et al., 2005). Na stfedni
az nizké urovni jsou 5-HT1A receptory exprimovany i v talamu, hypotalamu a striatu
(Pucadyil et al., 2005). 5-HT1A receptory funguji jako presynaptické autoreceptory a
jako postsynaptické receptory. 5-HT1A receptor je vétSinou spojen s Gi proteinem
(viz.obrazek 6) a snizuje aktivitu adenylylcyklazy. Tyto receptory se postsynapticky
vyskytuji v limbickém systému, kife a jsou umistény jak na korovych pyramidovych
neuronech, tak na pyramidovych a granularnich neuronech hipokampu (Barnes a
Sharp, 1999; Palchaudhuri a Flugge, 2005). Aktivace téchto receptort vede pres G-
proteiny k inhibici produkce cAMP a tim snizuje aktivitu pyramidovych bunék a vydej
glutamatu (Araneda a Andrade, 1991). Naopak, 5-HT1A receptory v rafealnich
jadrech jsou umistény somatodendriticky, kde funguji jako autoreceptory, které
negativné reguluji svou vlastni Cinnost a tim udavaji celkovy charakter serotonergni
neurotransmise (Blier a Ward, 2003). Pravdépodobné nejsou spojeny
s adenylatcyklazou, ale s K™ kanalem pires G-protein (Aghajanian a Lakoski, 1984).
Aktivace téchto receptorl vede k hyperpolarizaci, ke snizeni frekvence aké&nich
potencialu a uvolfovani serotoninu v projekénich oblastech (Adell et al., 2002).

Predpoklada se, Ze behavioralni projevy zprostfedkované 5-HT1A receptory
se liSi podle toho, jestli jsou aktivované autoreceptory nebo postsynaptické receptory.
Aktivace postsynaptickych 5-HT1A receptord zpUsobuje serotoninovy syndrom

(Tricklebank et al., 1985). Naopak chronicka aktivace autoreceptoru parcialnimi
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agonisty (buspiron, tandospiron atd.) ma anxiolytické ucinky (Den Boer et al., 2000).
Navic, aktivace 5-HT1A receptoru snizuje aktivitu glutamatovych ionotropnich NMDA
receptorli, pravdépodobné pfes regulacni protein G-proteinové signalizace RGS4.
Jak RGS4, tak NMDA receptor a s nim spojené proteiny hraji dalezitou roli v

patofyziologii schizofrenie.

2.4.2. 5-HT1A receptory a schizofrenie

Serotoninergni systém hraje vyznamnou roli v regulaci riznych fyziologickych
funkci, vCetné psychoemocionalnich, autonomnich, senzorickych a motorickych
funkci (Roth, 1994). U pacientll se schizofrenii byla, post mortem, zjisténa zvySena
hustota 5-HT1A receptord v mozku (Hashimoto a Goromaru, 1991; Joyce et al.,
1993; Burnet et al., 1997; Meltzer et al.,, 2003). DalSi studie, ktera vyuzila
pozitronovou emisni tomografii, téz potvrdila zvySenou denzitu 5-HT1A receptort u
pacientd se schizofrenii (Tauscher et al., 2002). OvSem, existuji i studie, které toto
zvySeni nepotvrdily, (Dean et al., 1999; Dean, 2003; Cruz et al., 2004). Tyto
nesrovnalosti mohou byt ¢asteéné zplsobeny heterogenitou v kohortach schizofrenni
pacientd, zménami metodiky nebo rozdily ve velikosti vzorkd. Konkrétné byla
identifikovana vysoko afinitni [3H] 8-OH-DPAT vazebna mista, ktera odpovidaji 5-
HT1A receptoru spojeného s G-proteiny v prefrontalni kdfe u pacientl se
schizofrenii. U pacientd se schizofrenii bylo nalezeno 80 % zvySeni vysoko afinitniho
vazebného mista (Sumyioshi et al., 1996). VySe uvedené vysledky nebyly ovlivhény
[éCbou antipsychotiky (Hashimoto et al., 1991; Tauscher et al., 2002). ZvySeni
hustoty 5-HT1A receptorll mize predstavovat sekundarni regulaéni mechanizmus,
ktery snizuje stimulaci 5-HT1A receptort (Hashimoto et al., 1991; Sumyioshi et al.,
1996).

2.4.3. 5-HT1A receptor v lé¢bé schizofrenie

Predpoklada se, ze |éCba zalozena na ovlivnéni 5-HT1A receptord bude
pfinosem pro pacienty se schizofrenii, pfedevSim v oblasti zlepSeni EPS (Neal-
Beliveau et al., 1993; Prinssen et al., 2002; Ohno et al., 2008), uzkosti a deprese
(Blier a Ward, 2003; Akimova et al., 2009) a kognitivnich funkci (Sumiyoshi et al.,
2001, 2007; Meltzer a Sumiyoshi, 2008; Ogren et al.,, 2008). Dosavadni

antipsychotika pouzivana v praxi jsou antagonisté D2 receptortd (Horacek et al.,
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2006), coz ma za nasledek nékteré vedlejSi nezadouci ucCinky jako jsou
extrapyramidové syndromy (EPS), které vyrazné narusuji kvalitu zivota pacientu.

Rozsahlé dikazy na hlodav€ich modelech naznaluji, Ze aktivace
serotoninovych 5-HT1A recceptort brani rozvoji EPS, coz podporuje dopaminergni
neurotransmisi ve frontalni klfe, ma pozitivni vliv na naladu, zlepSuje kognitivni
deficit a socialni interakci (Depoortere et al., 2007). V soucasnosti jsou na trhu i
atypicka antipsychotika, ktera jsou antagonisté 5-HT2A a D2 receptord (napf.
klozapin, risperidon, ziprasidon, perospiron, olanzapin a kvetiapin) a parcialni
agonisté D2 receptoru jako je aripiprazol (Ohno et al., 1997; Meltzer et al., 2003).
Klozapin, ziprasidon, perospiron a aripiprazol maji také caste¢né agonistické ucinky
na 5-HT1A receptory (Meltzer et al., 2003). Tato atypicka antipsychotika, na rozdil od
typickych, zmirfiuji pozitivni i negativni pfiznaky a zpasobuji i niz8i EPS,
pravdépodobné tim, Ze stimuluji postsynaptické 5-HT1A receptory, protoze
inaktivace 5-HT neuron( neovlivnilo snizeni EPS prostfednictvim 5-HT1A agonistu
(8-OH-DPAT a buspironu), (Mignon a Wolf, 2002; Zazpe et al., 2006; Ohno et al.,
2008).

Rada studii ukazala, Ze selektivni agonisté 5-HT1A (8-OH-DPAT, buspiron a
tandospiron) v kombinaci napfiklad s haloperidolem zmirfiuji antipsychotické
pfiznaky (Neal-Beliveau et al., 1993; Ohno et al., 2008), a to pravdépodobné i bez
prerudeni terapeutického podani antipsychotik (Ohno et al., 2008, 2009). Uginek 5-
HT1A agonistl se nezda byt zavisly na aktivité dopaminergnich neuronu, protoze
nebyly pozorovany zadné zmény v ucinku agonistid 5-HT1A receptort v oblastech,
kde byli dopaminové neurony denervovany (Mignon a Wolf, 2002; Dupre et al.,
2008). Toto je podporeno i vysledkem studie, ve které byly potkanim podavany
mikroinjkece 8-OH-DPAT do mozkové kury nebo do striata a vyrazné zmirnily
haloperidolem zpusobené EPS (Shimizu et al., 2010). | kdyz nelze vyloudit
systémové interakce, napriklad farmakokinetické, mezi 5-HT1A receptorovymi
agonisty a antipsychotiky, je jisté, Ze 5-HT1A agonist¢ mohou zmirfiovat EPS
aktivaci postsynaptickych 5-HT1A receptord ve striatu a mozkové kure,
pravdépodobné prostfednictvim non-dopaminergnich mechanismu. Ackoli aktivace 5-
HT1A receptorl neovlivnila uvolnéni dopaminu ve striatu (Bantick et al., 2005).
Nékolik studii ukazalo, ze 5-HT1A agonisté, napfiklad osemozotan, zvysily
uvolfovani dopaminu v mozkoveé klife a hipokampu, coz muze do jisté miry zlepSovat

negativnich pfiznaky schizofrenie (Ago a Matsuda, 2003).
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Dal$i dulezitou ulohou 5-HT1A receptorl v IéCbé schizofrenie je zlepSeni
kognitivniho deficitu (Sumiyoshi et al., 2001, 2007; King et al., 2008). Kognitivni
poruchy jsou jednim z hlavnich pfiznakl schizofrenie, u kterych vétSina ze
soucasnych antipsychotik selhava. Nedavné klinické studie prokazaly, ze ¢asteéni
5-HT1A agonisté jako je tandospiron, vyznamné zlepSuji kognitivni deficit u pacientd
se schizofrenii (Sumiyoshi et al., 2001, 2007). PIni agonisté 5-HT1A receptorl (8-
OH-DPAT) vykazuji bifazicky uCinek na kognitivni funkce, zlepSuji je pfi nizkych
davkach a zhor8uji pfi vysokych davkach, coz je pravdépodobné zprostfedkovano
stimulaci presynaptickych a postsynaptickych 5-HT1A receptora (Luttgen et al., 2005;
King et al., 2008).

Nova antipsychotika jako je lurasidon, s 5-HT1A antagonistickym (CasteCné
agonistickym) uc€inkem (Ishibashi et al., 2010), zlepSuji u€eni a pamét poSkozenou
MK-801 (Ishiyama et al., 2007) a také maji pozitivni vliv na kognitivni funkce u
schizofrennich pacientll (Nakamura et al., 2009). Kognitivni zlepSeni prostfednictvim
5-HT1A antagonista (napf. WAY-100635) je zprostfedkovano postsynaptickymi 5-
HT1A receptory umisténymi v medialnim septu, kde 5-HT1A receptory tonicky
inhibuji neuronalni aktivitu acetylcholinergnich a/nebo glutamatergnich neuront
(Jeltsch et al., 2004). Prostfednictvim této disinhibi¢ni negativni regulace, 5-HT1A
antagonisté mohou Zlepsit cinnost septo-hipokampalnich/kortikalnich
acetylcholinergnich a/nebo glutamatergnich neurona a tim zlepsuji kognitivni funkce.
Naopak plni agonisté 5-HT1A receptorld (8-OH-DPAT) zhorSuji kognici tim, zZe
inhibuji uvolfiovani glutamatu a acetylcholinu v rlznych oblastech mozku véetné

mozkové kary (Ogren et al., 2008).

2.5. Interakce serotoninovych 1A receptorti s NMDA receptory

Hlavni naplni této diplomové prace bylo ovéfeni interakce mezi 5-HT1A
receptory a NMDA receptory a to, jak pres 5-HT1A receptory Ize modulovat NMDA
receptory. Postsynaptické 5-HT1A receptory se nalézaji na dendritech a asociuji s
dendritickymi trny (Kia et al. 1996), v kterych jsou koncentrované glutamatové
receptory. To podporuje teorii, Zze glutamatergni signalizace muze byt ovlivnéna
prostfednictvim 5-HT1A receptora.

Aktivace postsynaptickych 5-HT1A receptora snizuje amplitudu NMDA proudu
(Yuen et al., 2005; Gu et al., 2007). Systémové podani nonkompetitivnich
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antagonisti NMDA receptorl nebo vyfazeni NMDA receptorl vyvolava schizofrenii
podobné chovani (Jentsch a Roth, 1999; Mohn et al., 1999), proto dysfunkce NMDA
receptorll je silné svazana s patofyziologii duSevnich poruch (Tsai a Coyle, 2002;
Lindsley et al., 2006). To znamena, ze jednim z dualezitych cild by mohly byt 5-HT1A
receptory, jejichz prostfednictvim je ovlivnéna dysregulace NMDA receptorq,
glutamatergni pfenos a neuronalni plasticita.

Serotoninem aktivované 5-HT1A receptory v prefrontalnich pyramidalnich
neuronech tlumi NMDA receptorové iontové proudy pomoci motorovych proteind
spojenych s transportem NMDA receptori podél mikrotubull v dendritech. Inhibice
CaMKIl (vapnik/calmodulin dependentni kinaza Il) nebo ERKs (extracelularni signal-
regulujici kinaza), které reguluji dynamiku mikrotubull, zabrafuji serotoninergni
regulaci NMDA receptord. Vzhledem k rozhodujici uloze NMDA signalizace pfi
kontrole synaptické plasticity a neuronalni aktivity, by toto mohl byt potencialni
molekularni a buné&tny mechanismus pro 5-HT1A regulaci emoci a kognice
v prefrontalni kufe.

Aktivace 5-HT1A receptorud snizuje NMDA receptorem zprostfedkované
iontové a synaptické proudy v pyramidovych neuronech prefrontalni kary, cilené
NMDA receptory, obsahujici GIuN2B podjednotky (Yuen et al., 2005). Aplikace 8-OH-
DPAT, agonisty 5-HT1A receptorl, zpUsobila vyznamné snizeni amplitudy NMDA
receptorovych iontovych proudd v akutné izolovanych pyramidovych neuronech
prefrontalni kdry. Aplikace WAY-100635, vysoce selektivnhiho antagonisty 5-HT1A
receptorli, zablokovala 5-HT snizenim NMDA receptorovych proudd (Yuen et al.,
2005). NMDA receptory komunikuji prostfednictvim pfimych specifickych interakci
nebo signalizaCnich kaskad s proteiny postsynaptické denzity (PSD); (Tu et al., 1999;
Beresewicz, 2007; Cuthbert et al.,, 2007). Existuji studie naznacujici, Zze rozdily
v interakcich jednotlivych podjednotek s PSD mohou byt zapojeny do casto
protichidnych regulaci nékterych funkci NMDA receptoru (lwamoto et al., 2004;
Cousins et al., 2008). NMDA receptory nejsou pouze statické struktury v plazmatické
membrané, ale podléhaji regulovanému transportu na a z povrchu buriky a latelarni
difazi (Wenthold et al., 2003; Collingridge et al., 2004). Mechanizmem jejich
stabilizace by mohla byt interakce GIuN2B podjednotky a proteinu postsynaptické
denzity PSD-95, ktery je regulovan fosforylaci (Roche et al., 2001; Chung et al.,
2004; Lin et al., 2004). Kromé toho bylo zjisténo, Ze GIUN2A a GIuN2B podjednotky
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maji odlisné motivy a endocytotické tfidéni, GIuUN2B podjednotka prochazi vice
robustni endocytézou nez GIuN2A podjednotka (Lavezzari et al., 2004).

Transport NMDA receptord je zprostfedkovan kinesinovym motorovym
proteinem KIF17. Vyfazeni KIF17 eliminuje 5-HT1A efekt na NMDA receptorové
proudy. 5-HT1A receptory ovliviiuji pfedevS§im NMDA receptory obsahujici GIuN2B
podjednotku. KIF17 obsahuje pfiblizné 30 % GIuN2B podjednotek v dendritech
(Guillaud et al., 2003). Modulace NMDA receptorid pomoci 5-HT1A receptoru je
zavisla na integrité mikrotubularni sité a zahrnuje transport GIuN2B podjednotek
podél mikrotubull, které obsahuiji protein KIF17.

Dals$im z moznych mechanizmd ovlivnéni transportu NMDA receptoru
prostfednictvim 5-HT1A receptoru je pfes Map 2 protein (Map proteiny moduluji
polymerizaci a stabilizaci mikrotubul(l). Aktivace 5-HT1A receptord méni asociaci
Map 2 proteinu s mikrotubuly (Kowalski a Williams, 1993; Dhamodharan a
Wadsworth, 1995), coz v dendritech vede kinhibici transportu vacku podél
mikrotubull. Vzhledem k tomu, Map 2 nabizi moznou souvislost v ovlivnéni mezi 5-
HT1A receptorem a NMDA receptorem pomoci mikrotubularniho transportu, je
fosforylace Map 2, ktera ovliviiuje schopnost Map 2 vazat a stabilizovat mikrotubuly
dalezitym mechanizmem (Brugg a Matus 1991; Itoh et al., 1997). Map 2 proteiny jsou
vysoce fosforylovany in vivo a in vitro nékolika protein kinazami, v€éetné CaMKII,
ERKs, PKA, PKC (Sanchez et al., 2000). Vysledky studie ukazuji, Zze 5-HT1A
modulace iontovych proudd NMDA receptord byla blokovan pouzitim CaMKII
inhibitor(. Klasicka cesta ovlivnéni NMDA receptorl prostfednictvim 5-HT1A
receptorl je pomoci Gi/Go proteinu jejichz aktivaci dojde k inhibici k adenylatcyklazi
a snizeni hladiny cAMP (Raymond et al., 1999). Uginek 5-HT1A receptord na iontové
proudy NMDA receptort byl blokovan stimulaci PKA. Inhibice PKA by mohla vést k
inhibici autofosforylace a autonomni ¢innost CaMKII (Ingebritsen a Cohen, 1983;
Miller a Kennedy, 1986).

DalSim pravdépodobnym mechanizmem ovlivnéni NMDA receptorl
prostfednictvim 5-HT1A receptor by mohl byt protein RGS4 (Regulator G proteinové
signalizace 4); (viz. obrazek 6). RGS4 je jednim z domnélych genu spojenych
s patofyziologii schizofrenie (viz kapitola 1.1.4). Studie zjistily, ze exprese genu
RGS4 je trvale snizena v korovych oblastech u pacientl se schizofrenii (Mirnics et
al., 2001). RGS proteiny funguji jako GTPase-aktivované proteiny negativné

regulujici G proteinovou signaliza¢ni drahu (Berman et al., 1996; De Vries et al.,
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2000). RGS4 moduluje Gi/o a Gq zprostfedkovanou signalizaci v transfekovanych
bunéénych linii (Ghavami et al.,, 2004). Negativni pusobeni agonistd 5-HT1A
receptori se vysvétluje interakci 5-HT1A receptord s NMDA receptory pfes proteiny
postsynaptické denzity, v€etné regulacéniho proteinu G-proteinové signalizace RGS4.
U neuronll ziskanych z frontalni oblasti potkanu, kterym byl chronicky podavan
NMDA antagonista, aktivace 5-HT1A agonistu potenciovala ucCinek NMDA
antagonisty pouze ve skupiné neurond, které méli snizenou expresi proteinu RGS4
(Gu et al., 2007). Protein RGS4 specificky interaguje s a podjednotkou G proteinu a
zvySuje hydrolyzu této podjednotky (Tesmer et al., 1997). Vzhledem k pouzivani
antagonisti NMDA receptoru k modelovani schizofrenii podobnému chovani, mohou
mit nalezy tykajici se vlivu agonisti 5-HT1A receptord vyznam pfi studiu

patofyziologie schizofrenie a pfi hledani novych latek v IéEbé tohoto onemocnéni.

5-HT1A i e
receptor ~ "-,I ! S}I'l"l-aptlc CI'Eft MNa -Lh'”'""l K* channel
- - - -

-
-ﬂdl.‘nj"lﬂtl? MNat K+ -

inhibitory
G-protein

post-synaptic membrane

cytoplasm

Obrazek 6: Interakce 5-HT1A receptoru a NMDA receptoru pres protein RGS4
(CNSforum.com).
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2. Cile prace

1. Cilem diplomové prace byl zjistit, zda glutamatové NMDA receptory interaguji se

serotoninovymi-1A (5-HT1A) receptory jak na molekularni, tak na behavioralni urovni.

Dil¢i cile:

1. Podani agonisti 5-HT1A receptord (8-OH-DPAT, tandospiron) vede ke zméné

exprese podjednotek (GIuN1, 2A, 2B) ve frontalni kife a hipokampu (imunoblotting).

2. Podani agonistd 5-HT1A receptori vede ke zméné zpracovani informaci
(Prepulzni inhibice ulekové reakce), paméti (Novel Object Recognition Test) a

anxiety (ultrasonicka vokalizace).

2. Podani antagonisty NMDA receptoru je pouzivanym modelem schizofrenii-
podobného chovani s vysokou prediktivni validitou. K ovéfeni teorie, Ze agonisté 5-
HT1A receptoru vykazuji antipsychoticky profil, jsme sledovali zménu exprese
podjednotek (GluN1, 2A, 2B) NMDA receptortu a chovani (Prepulzni inhibici ulekové
reakce) po soubézné aplikaci antagonisty NMDA receptoru (MK-801) a agonistl 5-

HT1A receptoru (8-OH-DPAT, tandospiron).
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3. Metody a material

3.1. Pouzité chemikalie a roztoky

Blotovaci pufr v 1I: 14,4 g glycin (Bio-Rad, USA)
3 g TRIS (Bio-Rad, USA)

100 ml metanol Chromasolv (Sigma-Aldrich)

Fosfatovy pufr 1x v 11: 100 ml PBS 10x: 80 g NaCl (Penta)
2 g KCI (Lachema, Ceska republika)
14,4 g NaHPO4 (Lachner, Ceska republika)
2,4 g Kh2P0O4 (Lachema, Ceska republika)
900ml redestilované vody

pH 7,4, méfeno na pfistroji Chromservis, Cyberscan

Sodium dodecyl sulfat (SDS) - 11: 2x BupH TRIS-Glycine SDS Buffer Packs: (25 mM
TRIS, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3) Thermo Scientific, Genetica,

1000ml redestilované vody

Homogenizacni pufr: 121,1 mg Tris (10 mM)
34,8 mg fenylmethylsulfonyl-fluorid (PMSF) 0,2 mM
6,9 u | 2-merkaptoetanol 1mM (MERCK)
5,8 mg kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) 2 mM
10,9 g sacharoza 320 mM
50 ul inhibitory proteaz (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
pH 7,4 do 100 ml, pfistroj Chromservis, Cyberscan

Pufr pro fedéni vzorka: 10 % glycerol
2 % sodium dodecyl sulfat (SDS), (Sigma)
5 % 2-merkaptoetanol (MERCK)
63 mM Tris-HCI (pH 6,8)

0,01 % bromfenolova modf (Lachema)
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PFiprava gelu: 7,5% gel: 2,6 ml 30 % acryl amid
26ml1,5MTRIS, pH 8,8
104 pl 10 % SDS (Sigma)
104 ul 10 % tetramethyl-ethylen diamin (TEMED), (SERVA)
4,94 ml redestilovana voda
52 pl 10 % APS

10,4 ml celkem (2 cela skli¢ka)

3.2. Zvirata

Nase experimenty byly provadény na samcich potkani kmene Wistar (Velaz,
Koleé, Ceska republika) o hmotnosti 200—250 g. Potkani byli ustajeni po parech v
plastovych akvariich ve zvéfinci s regulovanou teplotou (20-22 °C) s pravidelnym 12
hodinovym cyklem svétlo/tma (rozsviti v 7:00). Potkani méli neomezeny pfistup k
potravé a vodé. Kazdy potkan byl testovan pouze jednou. Experimenty byly
schvaleny odbornou komisi pro praci s laboratornimi zvirfaty pfi 3. LF UK a byly

provedeny v souladu se zakonem na ochranu zvifat proti tyrani.
3.3. Aplikace latek

Pouzité davkovani MK-801 vychazi z pfedchozich vyzkumua (Bubenikova-
ValeSova et al., 2007). Antagonista NMDA receptoru MK-801 (Sigma-Aldrich, CR;
Dizocilpine maleate; [5R,10S]-[+]-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]
cyclohepten-5,10-imine), v davce 0.1 mg/kg, byl rozpustény ve fyziologickém roztoku
a byl potkanim injikovan intraperitonealné (i.p.) v objemu 2 ml/kg. Parcialni agonista
5-HT1A receptord tandospiron (Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd., Japonsko)
byl rozpustén ve fyziologickém roztoku v objemu 2 mi/kg. Potkanum byl aplikovan
subkutanné (s.c.) v davkach 0,05 nebo 5 mg/kg. PIny agonista 5-HT1A receptort 8-
OH-DPAT (Sigma-Aldrich, CR) byl rozpustén ve fyziologickém roztoku. Potkantim byl
aplikovan s.c. vdavce 0,025 mg/kg nebo 1 mg/kg. Latky pro imunoblotting byly
potkanim podavany subchronicky po dobu 4 dnu, posledni davka byla potkanim
podana 1,5h pfed dekapitaci. Pro PPl a UZV byly latky podavany akutné, u PPI 15
minut pfed pokusem a u vokalizace 30 minut pfed pokusem. U NORTu byly latky

podavany subchronicky po dobu 4 dnd, posledni latka byla potkanim aplikovana 4h
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pfed pokusem. VSem potkanum byl aplikovan stejny objem latky na 1kg hmotnosti.

Kontrolam byl podavan fyziologicky roztok (Bieffe Medital, Italie).

3.4. Analyza dat

Data jsou uvedena jako priméry + SEM. Data pro imunoblotting a PPI byla
hodnocena pomoci jednocestné analyzi rozptylu (One-way ANOVA) s Newman-
Keulsovym post hoc testem. Data pro UZV a NORT byla hodnocena pomoci Kruskal-
Walllisova testu a Dunnsova post hoc testu. Pro statistické hodnoceni jsme pouZili
software GraphPad 4, USA. Statisticka vyznamnost byla pfijata na p <0,05 ve vSech

pfipadech. Kazdé zvife bylo testovano pouze jednou.

3.5. Imunobloting

Po odebrani pfislusné tkané z mozku potkana (v tomto pfipadé to byly oba
hipokampy a frontalni kiira) jsme tkan homogenizovali (MANEKO, CR) v ledovém
roztoku homogenizaéniho pufru. Dal$im krokem byla centrifugace (MANEKO, CR)
nejprve na 1200 otacek po dobu 20 minut ve vychlazené centrifuze na 4°C,
supernatant jsme nasledné stocili na 12000 otacek pfi 4°C po dobu 20 minut a dale
pouzili pelet. Pelet jsme resuspendovali v 300 ul redestilované vody. Dale jsme
stanovili koncentraci proteinu ve vzorku pomoci Bradfordova Cinidla (Sigma-Aldrich,
CR); (Bradford 1976). Podle namé&fenych vysledkil na spektrometru (SHIMADZU) pfi
595 nm jsme vzorky naredily na stejnou koncentraci (1 mg/ml) se vzorkovym pufrem
a denaturovali (BIOTECH, CR) po dobu 5 minut pfi teploté 95°C.

Rozdéleni proteind jsme provedli na 7,5 % polyakrylamidovém gelu za pouziti
Criterion Cell (Bio-Rad, USA) pfi 45 mA. Proteiny jsme nasledné prenesli na
nitrocelul6zovou membranu pomoci Criterion Blotter (Bio-Rad, USA) a blotovali
80 minut pfi 100 V.

Po 5 minutovém promyti v redestilované vodé jsme membrany rozfizli na dvé
Casti obsahuijici proteiny naseho zajmu (130 kDa GIluN1, 180 kDa pro GIuN2A a 180
kDa pro GIuN2B a kontrolni protein 50 kDa a-tubulin). Membrany jsme nasledné
inkubovali ve fosfatovém pufru spole¢né s 0,1 % Tween (Sigma) a 3 % odtu¢nénym
suSsenym mlékem po dobu 30 minut. Nasledovaly inkubace s primarnimi protilatkami

viz. tabulka 9.
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Tabulka 9: Primarni protilatka

Proteiny GluN1 130 GIluN2A 180 GIluN2B 180 a-tubulin 50

naseho zajmu kDa kDa kDa kDa

Primarni anti- anti- anti-

Protilatka NMDAGIuN1 NMDAGIuN1 NMDAGIuN2B anti-a-tubulin
monoklonalni polyklonalni polyklonalni monoklonalni
protilatka protilatka protilatka protilatka

Vyrobce Millipore, USA Millipore, USA Millipore, USA Exbio, CR

Inkubace a pfes noc, v 2h pfi pokojové | 2h pfi pokojové 1h pfi pokojové

fedéni lednici, 1:500 teploté, 1:500 teploté, 1:500 teploté, 1:1500

Po trojim oplachnuti ve fosfatovém pufru (3 x 5 minut) jsme pfidali sekundarni

protilatky konjugované s kienovou peroxidazou, viz. tabulka 10.

Tabulka 10: Sekundarni protilatka

Proteiny GluN1 130 GIuN2A 180 GIluN2B 180 a-tubulin 50
naseho zajmu kDa kDa kDa kDa
sekundarni polyklonalni polyklonalni polyklonalni polyklonalni
protilatka protilatka goat protilatka goat protilatka goat protilatka goat
anti-mouse anti-rabbit anti-rabbit anti-mouse
Vyrobce Dako, Dansko Dako, Dansko Dako, Dansko Dako, Dansko
inkubace a 1h pfi pokojové | 1h pfi pokojové | 1h pfi pokojové | 1h pfi pokojové
fedéni teploté, 1:3000 | teploté, 1:3000 | teploté, 1:3000 | teploté, 1:5000

Po dalSim proplachnuti 3 x 5 minut (a-tubulin 3 x 10 minut) ve fosfatovém

pufru jsme membrany inkubovali s roztokem SuperSignal (Pierce, USA). Po pfilozeni

na film bylo mozné vizualizovat imunopozitivni bendy (KODAK), ty jsme nasledné

zhodnotili pomoci Gel Doc Analysis System (Bio-Rad, USA). A vysledky jsme

zobrazili jako pomér denzit pro GIuUN1/GIuN2A/GIUN2B podjednotku a a-tubulin a

vyjadfili v % vuci kontrole.
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3.6. Prepulzni inhibice ulekové reakce (PPI)

Exprimentalni provedeni:

Prepulzni inhibice ulekové reakce byla méfena na pfistroji SR — LAB, San
Diego Instrument, USA, (viz. obrazek 7). Pouzita intenzita Sumu pozadi byla 70 dB,
nasledovalo pét akustickych podnétl (pulzi) o sile 125 dB. Dale experiment
pokraCoval aplikaci Ctyf rlznych typl sekvenci. Dva dny pfed experimentem byli
potkani kratce testovani
(5 min aklimatizace plus 5 samostatnych podnétt o 120 dB).

1. ulekovy podnét p120; 125 dB o trvani 40 ms
2. Predpodnét (prepulz) + ulekovy podnét pp113; 13 dB nad Sum (83 dB o trvani

20 ms), prepulz byl aplikovan 100 ms pFed aplikaci ulekového podnétu (125 dB)
3. Samotny pfedpodnét p13; 13 dB nad Sum (83 dB o trvani 20 ms)
4. Zadny podnét; 70dB o trvani 20 ms
Celkem béhem jednoho experimentu bylo aplikovano 20 sekvenci podnétu,
Casovaprodleva mezi nimi byla 30 s. Prepulzni inhibice ulekové reakce (PPI) byla
vyjadiena jako procentualni rozdil podle vzorce: [100 - (prGmérna odpovéd na
predpodnét + podnét / prumérna odpovéd na ulekovy podnét)] x 100.
Zvitata, ktera vykazovala pridmérnou ulekovou amplitudy mensi nez 10 mV byla
odstranény z vypoctu PPl a oznaCeny jako nonrespondéfi (asi 3 % z celkového

poctu). PoCet odebranych zvifat se mezi skupinami nelisil.

Obrazek 7: Pristroj SR-LAB (PPI)
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3.7. Novel Object Recognition test/task (NORT)

Aparatura

Pro pokus jsme pouzili otevifenou arénu s neprihlednymi st€nami o rozmérech
68 x 68 x 30 cm. Arénu jsme umistili ve zvukotésné mistnosti a byla zaznamenavana
automatickym sledovacim systémem (Noldus, Nizozemsko, EthoVision Barevna Pro-
verze 3.1). Dale jsme pouzili dva identické pfedméty a jeden odliSny, vSechny mély
podobné rozmeéry, povrch byl bud z plastu nebo z keramiky. Predméty byly
omyvatelné a vZdy se umistovaly 10 cm od zadni stény arény. Na ocisténi pfedmétl
i arény jsme pouzivali 70% alkohol. Pokus sestaval ze tfi ¢asti: habituace, trénovani,

testovani.
Habituace

Zvifata se habituovala po dobu 3 dnu pfed pokusem (kazdy potkan byl v aréné
20 minut). Aréna byla umisténa v uzaviené mistnosti bez pozorovatele a snimana
kamerou.
Trénovani

Ve fazi tréninku jsme do arény vlozili dva stejné predméty (viz. obrazek 8),

potkan se do arény vypustil zady k pfedmétiim. Faze trénovani trvala 5 minut. Pak

byl potkan vracen do chovu. Aréna a pfedméty byly ocistény etanolem.

Obrazek 8: faze testovani — 2 stejné predméty
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Testovani

V testovaci fazi jsme do arény umistili jeden stary a jeden novy predmét (viz.
obrazek 9). Mezi fazi trénovani a testovani byla prodleva 5 minut. Samotna faze
testovani trvala vzdy 5 minut (alternace pozice nového pfedmétu). Aréna a predméty

byly oCistény etanolem.

Obrazek 9: testovaci faze — 1 stary a 1 novy predmét

Vyhodnoceni

Pokus jsme vyhodnocovali Online, hodnotil se pfimy kontakt potkana s
pfedmétem (nehodnoti se: lezeni na objekt za ucelem dostat se ven z arény, divani
se vzhuru za soucasného dotykani se pfedmétu). Hodnoceni kontaktu je do jisté miry

subjektivni.

3.8. Ultrazvukova vokalizace (UZV)

Aparatura

Pro méfeni UZV byl pouzit bat detektor (viz. obrazek 10): mikrofon nastaveny na
22 kHz, bila krabi¢ka: CH 1 (kanal 1) nastaveny na 6, ¢erna krabicka: nastaveni
proudu 0-1 mA, output current 6 (Soky se davaji manualné). Nastaveni filtru byl
nasledujici: on time: 300 ms, 600 ms, 2000 ms
off time: 0 ms
automatic start: disabled
duration: 00:15:00
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Experimentalni provedeni:

Celkové doba pokusu byla dva dny, prvni den byl kazdy potkan umistén na 7
minut do Sokovaciho boxu a kazdou minutu z prvnich Sesti dostal 10 s trvajici Sok.
Druhy den jsme kazdého potkana opét umistili do Sokovaciho boxu na 1 minutu a
dali mu 10 s trvajici Sok, nasledné jsme potkana vyndali z boxu a aplikovali mu latku
a Cekali pfedem stanoveny interval (dle kinetiky latky). Potkana jsme opét umistili do
boxu a 15 minut méfili UZV. Béhem méfeni potkan Soky nedostava. Ultrazvuky byly

snimany pomoci bat detectoru a zaznamenavany na PC.

Obrazek 10: BAT DETECTOR
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4. Vysledky

4.1. Uginek agonist(i 5-HT1A receptorti na expresi podjednotek NMDA
receptoru

One-way ANOVA prokazala signifikantni zménu exprese po podani 8-OH-
DPAT u GIuN2B podjednotky NMDA receptoru. Post-hoc Newman-Keuls test ukazal,
Ze 8-OH-DPAT, v obou davkach, snizil expresi GIuN2B podjednotky NMDA receptoru
vuci kontrole ve frontalni kife. Davka 0,025 mg/kg snizila expresi vyrazné
signifikantnéji nez davka 1 mg/kg (viz. obrazek 11). V hipokampu 8-OH-DPAT,
v obou davkach, naopak zvySoval expresi GIuN2B podjednotky NMDA receptoru vaci
kontrole, (viz. obrazek 12).

One-way ANOVA prokazala signifikantni zménu exprese po podani
tandospironu u GIuN1 a GIuN2B podjednotky NMDA receptoru. Post-hoc Newman-
Keuls test ukazal, ze tandospiron, obé davky, snizovaly expresi GIuN1 podjednotky a
davka 0,05 mg/kg zvySovala expresi GIUN2B podjednotky NMDA receptoru vuci
kontrole ve frontalni kiife (viz. obrazek 13). Zaroven bylo prokazano, ze tandospiron
5mg/kg snizoval expresi GIUN2B podjednotky v hipokampu potkana, (viz. obrazek

14). Hladina vyznamnosti byla ve vSech pfipadech pfijata na p<0,05.

125+ «+« W fyziologicky roztok
[) B 8-OH-DPAT 0,025 mg/kg
Bl 8-OH-DPAT 1 mg/kg

100+

75+

50+

25+

GIuN1 GIuN2A GIluN2B

Pomeér denzit GlulN/ o-tubulin jako % z kontroly

Obrazek 11: Vliv 8-OH-DPAT na expresi podjednotek NMDA receptoru ve
frontalni kare. 8-OH-DPAT snizoval expresi GIuN2B podjednotky v obou davkach.
p<0,05: * p<0,05, ** p<0,01. Cisla ve sloupcich uvadé&ji podet zvifat, data jsou

vyjadrena v priméru = SEM.
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B fyziologicky roztok
BB 3-OH-DPAT 0.025 mg/kg
@l 8-OH-DPAT 1 mg/kg

7Q8 5 7 912 7090 7

GIuN1 GIuN2A GIuN2B

Pomér denzit GluN/o.-tubulin jako % z kontroly
o
L

Obrazek 12: Viiv 8-OH-DPAT na expresi podjednotek NMDA receptoru v
hipokampu. 8-OH-DPAT zvySoval expresi GIuN2B podjednotky v obou davkach vici
kontrole. p<0,05, * p<0,05, **p<0,01. Cisla ve sloupcich uvadéji podet zvirat, data

Jsou vyjadrena v pruméru + SEM.

150+

Bl fyziologicky roztok
Bl Tandospiron 0.05 mg/kg
Hl Tandospiron 5 mg/kg

100+

(3]
(=]
[

(=]
L

GIuN1 GIuN2A GIuN2B

Pomér denzit GluN/o.-tubulin jako % z kontroly

Obrazek 13: Viiv tandospironu na expresi podjednotek NMDA receptoru ve
frontalni kare. Tandospiron snizoval expresi GIuN1 podjednotky v obou davkach a
vdavce 0.05 mg/kg zvySoval expresi GIuN2B podjednotky. p<0,05; * p<0,05, **
p<0,01, ***p<0,001. Cisla ve sloupcich uvadéji podet zvirat, data jsou vyjadfena

v priméru £ SEM.

53



125+
Bl fyziologicky roztok

Bl Tandospiron 0.05 mg/kg
* Hl Tandospiron 5 mg/kg

100-
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6GE6Q6 40404 SR7R7

GIuN1 GIuN2A GIuN2B

Pomér denzit GluN/a-tubulin jako % z kontroly

Obrazek 14: Viiv tandospironu na expresi podjednotek NMDA receptoru v
hipokampu. Tandospiron snizoval expresi GIuN2B podjednotky v davce 5 mg/kg,
p<0,05; * p<0,05. Cisla ve sloupcich uvédéji pocet zvifat, data jsou vyjadfena

v priméru £ SEM.

4.2. Uginek agonist(i 5-HT1A receptorti na expresi podjednotek NMDA
receptoru v kombinaci s MK-801

One-way ANOVA prokazala signifikantni zménu exprese po podani 8-OH-
DPAT v kombinaci s MK-801 u GIuN2A podjednotky NMDA receptoru. Post-hoc
Newman-Keuls test ukazal, ze 8-OH-DPAT v obou davkach zvysSil expresi GIuN2A
podjednotky v hipokampu vuc¢i MK-801 (0,1 mg/kg), (viz. obrazek 16), ale nemél
vliv na expresi NMDA podjednotek ve frontaini kure, (viz. obrazek 15).

One-way ANOVA prokazala signifikantni zménu exprese po podani
tandospironu v kombinaci s MK-801 u GIuN2B podjednotky NMDA receptoru. Post-
hoc Newman-Keuls test ukazal, Ze tandospiron, obé& davky, sniZzovaly expresi
GIuN2B podjednotky ve frontalni kife, (viz. obrazek 17). Zaroven bylo prokazano, ze
tandospiron v davce 5 mg/kg zvysil expresi GIuN2B podjednotky v hipokampu vuci
MK-801 (0,1 mg/kg), (viz. obrazek 18). Hladina vyznamnosti byla ve vSech pfipadech
pfijata na p<0,05.
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B MK-801 0,1 mg/kg

Em 8-OH-DPAT 0,025 mg/kg
B 8-OH-DPAT 1 mg/kg
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er denzit GluN/a-tubulin jako % z kontroly

0,1 mg/kg MK-801

P

Obrazek 15: Viiv 8-OH-DPAT na expresi podjednotek NMDA receptoru
v kombinaci s MK-801 ve frontalni kdre. 8-OH-DPAT v kombinaci s MK-801 (0,1
mg/kg) ani vjedné davce nemél viiv na expresi podjednotek NMDA receptoru.
p<0,05. Cisla ve sloupcich uvédéji podet zvirat, data jsou vyjadfena v priméru +
SEM.

150 o
. B MK-801 0,1 mg/kg
__ Em 8-OH-DPAT 0,025 mg/kg
100- B 8-OH-DPAT 1 mg/kg
504
86 SH12R 128 s 7H6R7

GIuNT1 GIUN2A  GIuN2B
0,1 mg/kg MK-801

Pomér denzit GluN/a-tubulin jako % z kontroly

Obrazek 16: Viiv 8-OH-DPAT na expresi podjednotek NMDA receptoru
v kombinaci s MK-801 v hipokampu. 8-OH-DPAT v kombinaci s MK-801 (0,1
mg/kg) zvySoval expresi GIuN2A podjednotky v obou davkach vici MK-801. p<0,05;
* p<0,05, ***p<0,001. Cisla ve sloupcich uvadéji podet zvifat, data jsou vyjédrena

v priméru £ SEM.
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Obrazek 17: Vliv tandospironu na expresi podjednotek NMDA receptoru
v kombinaci s MK-801 ve frontalni kure. Tandospiron snizoval expresi GIuN2B
podjednotky v obou dévkach viéi MK-801 (0,1 mg/kg). p<0,05; ***p<0,001. Cisla ve

sloupcich uvadeji pocet zvirat, data jsou vyjadfena v pruméru £ SEM.
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Bm MK-801 0,1 mg/kg

El Tandospiron 0,05 mg/kg
100- - El Tandospiron 5 mg/kg
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GIuN1 GIuUN2A  GIuN2B
0,1 mg/kg MK-801

gr denzit GluN/a-tubulin jako % z kontroly

P

Obrazek 18: Viiv tandospironu na expresi podjednotek NMDA receptoru
v kombinaci s MK-801 v hipokampu. Tandospiron v davce 5 mg/kg v kombinaci
s MK-801 zvySoval expresi GIuN2B podjednotky vici MK-801 (0,1 mg/kg). p<0,05; *
p<0,05. Cisla ve sloupcich uvéadéji podet zvirat, data jsou vyjadrena v priméru +
SEM.
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4.3. Uginek agonist(i 5-HT1A receptorti na prepulzni inhibici Glekové reakce
(PPI)

One-way ANOVA prokazala signifikantni zménu v PPI po podani 8-OH-DPAT
(F (2, 29) = 22,23). Post-hoc Newman-Keuls test ukazal, ze 8-OH-DPAT, obé davky,
snizuji PPI vici kontrole, (viz. obrazek 19).

One-way ANOVA neprokazala signifikantni zménu v PPl po podani
tandospironu (F (2, 29) = 2,11), (viz. obrazek 20).

Hladina vyznamnosti byla ve vSech pfipadech pfijata na p<0,05.

% PPI

kontrola 0,025 1 8-0H-DPAT mg/kg

Obrazek 19: Vliv 8-OH-DPAT na PPI

One-way ANOVA F (2, 29) = 22,23, p<0,05, prokazala vyznamny rozdil mezi
skupinami. Post-hoc Newman-Keuls test ukazal, Ze 8-OH-DPAT obé davky snizuji
PPI, davka 1 mg/kg snizuje PPl vyznamnéji neZz davka 0,025 mg/kg. * p<O0,05,
***p<0,001. V kazdé skupiné bylo 10 zvirat.

60+

kontrola 0,b5 5 tandospiron mg/kg

Obrazek 20: Vliv tandospironu na PPI
One-way ANOVA F (2, 29) = 2,11; p<0,05, neprokazala rozdil mezi skupinami.
V kazdé skupiné bylo 10 zvirat.
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4.4. Uginek agonist(i 5-HT1A receptoru na MK-801 indukovanou prepulzni
inhibici (PPI)

One-way ANOVA prokazala signifikantni zménu v PPI po podani 8-OH-DPAT
(F (2, 29) = 27,28) v kombinaci s MK-801. Post-hoc Newman-Keuls test ukazal, Zze 8-
OH-DPAT v davce 0,025 mg/kg zvySuje PPI va¢i MK-801 (0,1mg/kg) a v davce 1
mg/kg snizuje PPI vuci MK-801 (0,1mg/kg), (viz obrazek 21).

One-way ANOVA prokazala signifikantni zménu v PPI po podani tandospironu
(F (2, 29) = 12,86) v kombinaci s MK-801. Post-hoc Newman-Keuls test ukazal, ze
tandospiron v davce 0,05 mg/kg zvySuje PPI vic¢i MK-801 (0,1mg/kg) a v davce 5
mg/kg snizuje PPI vu¢i MK-801 (0,1 mg/kg), (viz. obrazek 22).
Hladina vyznamnosti byla ve vSech pfipadech pfijata na p<0,05.

*k%

40

% PPI
20

-20
1

0 0,025 1 8-0H-DPAT mg/kg

0,1 mg/kg MK-801

Obrazek 21: Vliv 8-OH-DPAT na MK-801 indukované naruseni PPI

One-Way ANOVA F (2, 29) = 27,28, p<0,05, prokazala vyznamny rozdil mezi
skupinami. Post-hoc Newman-Keuls test ukazal, davka 0,025 mg/kg v kombinaci
s MK-801 zvySuje PPI vuci MK-801 a davka 1 mg/kg v kombinaci s MK-801 sniZzuje
PPI vaci MK-801 ***p<0,001. V kazdé skupiné bylo 10 zvirat.
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0,1 mg/kg MK-801

Obrazek 22: Vliv tandospironu na MK-801 indukované naruseni PPI

One-Way ANOVA F (2, 29) = 12,86, p<0,05, prokazala vyznamny rozdil mezi
skupinami. Post-hoc Newman-Keuls test ukazal, Ze tandospiron v kombinaci s MK-
801 snizuje PPI vici MK-801. Davka 5 mg/kg v kombinaci s MK-801 snizuje PPI
vyznamnéji nez davka 0,05 mg/kg. ***p<0,001. V kazdé skupiné bylo 10 zvirat.

4.5. Uéinek agonist 5-HT1A receptoru na ultrazvukovou vokalizaci (UZV)

Kruskal-Wallisuv test prokazal signifikantni zménu v UZV po podani 8-OH-
DPAT. Post-hoc Dunnstuv test ukazal, ze 8-OH-DPAT v davce 1 mg/kg signifikantné
snizuje UZV (300 a 600 ms) vaci kontrole (viz. obrazek 23).

Kruskal-Wallisuv test prokazal signifikantni zménu v UZV po podani
tandospironu. Post-hoc Dunnstiv test ukazal, Zze tandospiron v davce 5 mg/kg
vyrazné snizuje UZV (300 a 600 ms), (viz. obrazek 24).

Hladina vyznamnosti byla ve vSech pfipadech pfijata na p<0,05. V kazdé skupiné

bylo testovano deset zvirat.
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B fyziologicky roztok
BB 0,025 mg/kg 8-OH-DPAT
Bl 1 mg/kg 8-OH-DPAT

total duration

300 ms 600 ms 2000 ms

Obrazek 23: Vliv 8-OH-DPAT na ultrazvukovou vokalizaci

Kruskal-Wallistiv test prokazal signifikantni zménu po podani 8-OH-DPAT v UZV.
Dunnstdv post hoc test ukazal, Zze vysSi davka 8-OH-DPAT vyznamné snizuje UZV
v délce 300 a 600 ms, p<0,05; * p<0,05, ** p<0,01. V kazdé skupiné bylo 10 zvirat.

Total duration: primérna doba piskani potkana za celkovou dobu méreni.

300+ . C
B fyziologicky roztok

L @B 0,05 mg/kg tandospiron

200+ @ 5 mg/kg tandospiron

1004

total duration

300 ms 600 ms 2000 ms

Obrazek 24: Vliv tandospironu na ultrazvukovou vokalizaci

Kruskal-Wallistv test prokazal signifikantni zménu po podéani tandospironu v UZV.
Dunnstiv post hoc test ukazal, Ze vy$$§i davka tandospironu vyznamné sniZovala
UZV v délce 300 a 600 ms proti kontrole. NizSi davka tandospironu signifikantné
zvySovala UZV oproti vy$Si davce ovdem nikoli vici kontrole. p<0,05; * p<0,05,

** p<0,01. V kazdé skupiné bylo 10 zvifat. Total duration: praimérna doba piskani

potkana za celkovou dobu méreni.
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4.6. Uginek agonist(i 5-HT1A receptoru na Novel Object Recognition Test
(NORT)

Kruskal-Wallistv test neprokazal signifikantni zménu v NORTu (discrimination
ration) po podani 8-OH-DPAT (viz. obrazek 24). A neprokazal ani zménu v lokomoci
(viz. obrazek 27) a rearingu (viz. obrazek 29) v NORTu

Kruskal-Wallisiv test prokazal signifikantni zménu v NORTu (discrimination
ration) po podani tandospironu. Post-hoc Dunnstiv test ukazal, Zze tandospiron
v davce 0,05 mg/kg vyrazné zvySuje NORT (discrimination ration) oproti kontrole (viz.
obrazek 25). Lokomoce (viz. obrazek 28) ani rearing (viz. obrazek 30) se po podani
tandospironu nezménily.

Hladina vyznamnosti byla ve vSech pfipadech pfijata na p<0,05.

B fyziologicky roztok
Bl 0,025 mg/kg 8-OH-DPAT
_ W 1 mg/kg 8-OH-DPAT

discrimination ratio

Obrazek 25: Vliv 8-OH-DPAT na discrimination ratio v NORTu. Kruskal-Wallistv
test neprokézal signifikantni zménu po podani 8-OH-DPAT na NORT; p<0,05. Cisla
ve sloupcich uvadéji pocet zvirat, data jsou vyjadfena v pruméru = SEM.
Discrimination ration: ¢as potkana straveny u nového predmeétu/soucet casu

stravenych u starého a nového pfedmétu. PreruSovana Cara v grafu znamena 50 %.
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Obrazek 26: Vliv tandospironu na discrimination ratio v NORTu

Kruskal-Wallistiv test prokazal signifikantni zménu po podani tandospironu na NORT.
Dunnstdv post hoc test ukazal, Ze niZSi davka tandospironu vyznamné zvySovala
discrimination ratio proti kontrole, p<0,05; ** p<0,01. Cisla ve sloupcich uvadéji pocet
zvirat, data jsou vyjadrena v praméru + SEM. Discrimination ration: ¢as potkana
straveny u nového predmétu/soucet ¢asu stravenych u starého a nového pfedmétu.

Prerusovana ¢ara v grafu znamena 50 %.

2000- o
B fyziologicky roztok

Bl 0,025 mg/kg 8-OH-DPAT
Bl 1 mg/kg 8-OH-DPAT

lokomoce

0-
Obrazek 27: Vliv 8-OH-DPAT na lokomoci v NORTu.
Kruskal-Wallistiv test neprokazal signifikantni zménu v lokomoci po podani 8-OH-

DPAT v NORTu; p<0,05. Cisla ve sloupcich uvadéji pocet zvifat, data jsou

vyjadrena v priméru + SEM. Lokomoce: mira lokomoce potkana ve fazi testovani.
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Obrazek 28: Vliv tandospironu na lokomoci v NORTu.
Kruskal-Wallistv test neprokazal signifikantni zménu v lokomoci po podani
tandospironu v NORTu; p<0,05. Cisla ve sloupcich uvéadéji podet zvirat, data jsou

vyjadfena v praméru + SEM. Lokomoce: mira lokomoce potkana ve fazi testovani.

30-
B fyziologicky roztok

Bl 0,025 mg/kg 8-OH-DPAT
Bl 1 mg/kg 8-OH-DPAT

rearing

0-

Obrazek 29: Vliv tandospironu na rearing v NORTu.
Kruskal-Wallistv test neprokazal signifikantni zménu v rearingu po podani 8-OH-
DPAT v NORTu, p<0,05. Cisla ve sloupcich uvadéji podet zvirat, data jsou vyjadrena

v pruméru £ SEM. Rearing: mira vzty¢ovani potkana ve fazi testovani.
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201
Bl fyziologicky roztok

B 0,05 mg/kg tandospiron

154
Bl 5 mg/kg tandospiron

10-

rearing

5-

0- Ob
razek 30: Vliv tandospironu na rearing v NORTu.

Kruskal-Wallistv test neprokazal signifikantni zménu v lokomoci po podani
tandospironu v NORTu; p<0,05. Cisla ve sloupcich uvadéji podet zvifat, data jsou

vyjadrena v priméru + SEM. Rearing: mira vzty¢ovani potkana ve fazi testovani.

5. Diskuze

5.1. Vliv agonist 5-HT1A receptoru na expresi podjednotek NMDA receptoru

Cilem prace bylo zjistit, zda agonisté 5-HT1A receptorl interaguji s NMDA
receptory na molekularni a behavioralni urovni, po systémovém podani agonistu.

Studie na bunécnych kulturach ukazaly, Ze aktivace postsynaptickych 5-HT1A
receptorll snizuje amplitudu NMDA proudd (Yuen et al., 2005; Gu et al., 2007).
Konkrétné aplikace 8-OH-DPAT, agonisty 5-HT1A receptorl, zpUsobila vyznamné
snizeni amplitudy NMDA receptorovych iontovych proudud v akutné izolovanych
pyramidovych neuronech prefrontalni kary (Yuen et al., 2005). Systémové podani
nonkompetivnich antagonistt NMDA receptord nebo vyfazeni NMDA receptor(
vyvolava schizofrenii podobné chovani (Jentsch a Roth, 1999; Mohn et al., 1999).
Proto dysfunkce NMDA receptort je silné svazana s patofyziologii duSevnich poruch
(Tsai a Coyle, 2002; Lindsley et al., 2006). To dava predpoklad pro to, Ze jednim
z dulezitych terapeutickych cild by mohly byt 5-HT1A receptor(, prostfednictvim
nichZ jsou NMDA receptory nepfimo ovlivnény.

Jednim z experimentalnich pfistupd, jak sledovat interakci dvou receptortu na

molekularni urovni, je sledovat vliv agonisti 5-HT1A receptord na zménu v expresi
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podjednotek NMDA receptort pomoci imunoblotingu. Z nasich vysledku vyplyva, ze
jak plny agonista (8-OH-DPAT), tak parcialni agonista (tandospiron) interagovaly
s podjednotkami NMDA receptori. Plny agonista 5-HT1A receptoru 8-OH-DPAT
snizoval expresi GIuN2B podjednotky NMDA receptoru ve frontaini kife a naopak
v hipokampu expresi GIuN2B podjednotky zvySoval. Parcialni agonista 5-HT1A
receptoru tandospiron snizoval expresi GluN1 podjednotky ve frontalni kife a
zvySoval expresi GIUN2B podjednotky v hipokampu. Z téchto vysledku vyplyva silna
interakce mezi 5-HT1A receptorem a GIuN1 a GIuN2B podjednotkou NMDA
receptoru.

Glutamat se vaze na GIuN2A a GIuN2B podjednotky NMDA receptoru. U mysi
s knockdownem GIuN2B podjednotky byla pozorovana perinatalni smrt (Kutsuwada
et al., 1996), ukazalo se, Zze GIuN2B podjednotka je nezbytna pro vyvoj. Dosavadni
studie ukazuji, Ze GIuN2B podjednotka je dullezita pro kognitivni funkce. Mysi se
snizenou expresi GIuUN2B podjednotky vykazovali snizenou aktivitu v otevieném poli
(Ikeda et al.,, 1995). Také abnormality v regulaci GIuN2B podjednotky NMDA
receptoru vyznamné ovliviiuji u€eni a pamét u schizofrenie (Loftis and Janowsky,
2003). GluN2B asociuje s mikrotubularnim komplexem, jehoZ soucasti je i protein
KIF 17 (Setou et al.,, 2000). Tento komplex je nezbytny pro transport GIuN2B
podjednotky do NMDA receptoru (Yuen et al., 2005). Duilezitost GIuN2B podjednotky
NMDA receptoru ve spoijitosti s regulaci vysSich kognitivnich funkci podporuje studie
Wong et al., 2002, kde zvySena exprese KIF17 v transgennich mysich je spojena se
zvysenou expresi GIuN2B a prokazuje zlepSeni prostorové a pracovni paméti.

Na GIluN1 podjednotku se vaze ko-agonista glycin a je nutna pro funkéni
NMDA receptory. Mysi se snizenou expresi GIuN1 podjednotky vykazovali chovani
obdobné u schizofrenie: zvySenou pohybovou aktivitu, sniZzenou metabolickou
aktivitu v oblasti medialni prefrontalni kuary, anterialniho cingula a hipokampu
(Duncan et al., 2002), snizeni socialni interakce (Duncan et al., 2004) a snizeni PPI
(Powell et al., 2009). Parcialni agonisté 5-HT1A receptoru maji rozdilny ucinek na
expresi NMDA receptoru nez plni agonista. Parcialni agonista 5-HT1A receptor(
tandospiron vykazuje 60 % aktivitu plného agonisty 5-HT1A receptoru 8-OH-DPAT.
Protoze pfFitomnost GIuN1 podjednotky je nutna pro funkci NMDA receptoru, je
mozné, ze snizeni exprese GIuN1 podjednotky indukované 5-HT1A agonisty,
v naSem pfipadé tandospironem, vede pravé ke snizeni funkce NMDA receptoru a

indukuje schizofrenii podobné chovani. Poruchy funkce NMDA receptoru vyfazenim
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funkéné nezbytné GIuN1 podjednotky, v kortikalnich interneuronech béhem ¢asného
vyvojového obdobi, které vyplyvaji z epigenetické nebo genetické zmény NMDA
receptoru nebo ovlivnénim navazujici signalni kaskady, vede k abnormalnimu
kortikalnimu zrani a zvySeni nachylnosti k psychiatrickému onemocnéni v dospivani
(Belforte et al., 2010).

Jak z naSich vysledku na potkanech, tak ze studii na tkafovych kulturach je
zfejmé propojeni mezi 5-HT1A a NMDA receptory. Pravé ovlivnéni 5-HT1A receptoru
by mohlo nepfimo vést k potenciaci nebo inhibici NMDA receptoru. NMDA receptory
hraji kliCovou ulohu v patofyziologii celé fady onemocnéni, jako je ischemie, epilepsie
a schizofrenie. U schizofrenie se na zakladé post mortem studii, animalnich a
klinickych modelt predpoklada snizena funkce NMDA receptort. Proto aktivace
téchto receptort by mohla vést k antipsychotickému uc€inku. V nasi studii jsme ovsem
nasli snizenou expresi ubikvitivni GIuN1 podjednotky a v nékterych oblastech
zvyseni/snizeni GIuN2B podjednotky. Tyto nalezy tedy svédc&i naopak o prohloubeni

hypofunkce NMDA receptoru a nasledné zhorSeni psychotickych pfiznaku

5.2. Vliv agonistl 5-HT1A receptoru na prepulsni inhibici tlekové reakce (PPI)

PPl je marker senzomotorického gatingu, deficit v PPI byl nalezen u
zavaznych neuropsychiatrickych poruch, jako je pravé schizofrenie (Geyer et al.,
2001). Miru PPI Ize méfit jak u lidi — pacientd se schizofrenii, tak u zvifat, proto Ize
tuto metodu pouzit ke zkoumani schizofrenii podobného chovani.

Nase vysledky ukazaly, Zze agonisté maji vliv na PPI. Plny agonista 5-HT1A
receptort 8-OH-DPAT snizoval PPI. Vyssi davka (1 mg/kg) 8-OH-DPAT snizovala
PPl vyznamnéji nez nizSi davka (0,025 mg/kg) 8-OH-DPAT. U tandospironu se
neprokazal zadny signifikatni vliv na zménu PPI. NaruSeni PPI po aplikaci vysoké
davky 5-HT1A agonisty (8-OH-DPAT) bylo popsano opakované (Rigdon a
Weatherspoon, 1992; Sipes a Geyer, 1995). Na zakladé zjisténi, ze podani 8-OH-
DPAT do rafealnich jader narusSuje PPI u potkana, se zda, Ze efekt ucinku je dan tim,
Ze agonista pusobi na 5-HT1A autoreceptory, které se vyskytuji presynapticky (Sipes
a Geyer, 1995). Nicméné, se v posledni dobé ukazuje, ze systémova aplikace 8-OH-
DPAT narusSuje PPI pfevazné prostfednictvim aktivace postsynaptickych 5-HT1A
receptorli (Gogos et al., 2005). Také mysi s knockoutem 5-HT1A receptort vykazuji

zvySenou uzkost, a maji poruchy v PPl. Ukazalo se, Ze zvySena uroven uzkosti
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negativné ovliviiuje u¢eni pamét. U mySi s knockoutovanym 5-HT1A receptorem byla

také zjiSténa vysSi nachylnost ke stresu (Ogren et al., 2008).

5.3. Vliv agonistt 5-HT1A receptoru na ultrazvukovou vokalizaci (UZV)

Jednim ze symptomu schizofrenie, je zvySeni Uzkosti a deprese. Stresem
indukovana ultrazvukova vokalizace je marker uzkostného chovani a Ize ji méfit jak u
lidi, tak u zvifat, proto mlze byt vyuzita pro studium schizofrenii podobného chovani.
Ultrasonicka vokalizace u potkant na hladiné 22kHz v délce trvani 300-4000 ms je
signalem negativniho afektivniho stavu (nebezpedi, uzkost, ohrozeni, stres),
(Anderson, 1954; Graham et al., 2009).

NaSe vysledky ukazaly, Ze jak plny, tak parcialni agonista 5-HT1A receptoru
ve vySSich davkach v délkach 300 a 600 ms zlepSovaly UZV vuci kontrole. NizSi
davky agonistl 5-HT1A receptorl nemély na UZV zadny signifikantni viiv. Ov§em u
parcialniho agonisty 5-HT1A receptorl tandospironu slabsi davka signifikantné UZV
zhorSovala oproti davce vysoke.

Studie, které by popisovaly vliv tandospironu nebo 8-OH-DPAT na anxietu
v testu UZV jsem nenasla. Ve studiich, které vyuzily k vyzkumu anxiety u potkan
metodu vyvySeného kfizového bludisté (elevated plus maze) se po podani plného
agonisty 5-HT1A receptort 8-OH-DPAT vyznamné zvySila doba stravena potkanem
v otevienych ramenech bludisté, coz ukazuje na anxiolyticky efekt této latky. Naopak
buspiron (parcialni agonista 5-HT1A receptorl) vykazoval spiSe anxiogenni efekt.
Doba, po kterou byl potkan v otevienych ramenech bludisté se znacné zredukovala
(Collinson a Dawson, 1997).

Tandospiron a buspiron (parcialni agonisté 5-HT1A receptorll) se vyuzivaji
jako anxiolytika a jsou registrovany pro léCbu generalizované uzkostné poruchy
(tandospiron pouze v Ciné a Japonsku). Plni agonisté 5-HT1A receptort (8-OH-
DPAT) vykazuji bifazicky ucinek na kognitivni funkce, zlepSuji je pfi nizkych davkach
a zhorSuji pfi vysokych davkach, coz je pravdépodobné zprostfedkovano stimulaci
presynaptickych a postsynaptickych 5-HT1A receptort (Luttgen et al., 2005; King et
al., 2008).

67



5.4. Vliv agonistid 5-HT1A receptoru na rozpoznavaci (recognition) pamét
v NORTu

Novel object recognititon test se pouziva ke zkoumani epizodické paméti u lidi
(Davis et al., 2010). Deficit v epizodické paméti a zhorSené rozpoznavani predmétd
je jednim ze symptomu schizofrenniho onemocnéni. Agonisté 5-HT1A receptorl jako
je 8-OH-DPAT a tandospiron maiji pozitivni vliv na kognitivni deficit u pacientu se
schizofrenii (Sumyioshi et al., 2007). Proto je opodstatnénou snahou testovani
agonistu 5-HT1A receptorld v animalnich modelech rozpoznavaci paméti, jako je
pravé NORT.

NaSe vysledky ukazuji, ze parcialni agonista 5-HT1A receptori tandospiron
signifikantné zlepSoval rozpoznavaci pamét. Toto zlepSeni bylo zjisténo pouze u
davky 0,05 mg/kg, nikoliv u davky 5 mg/kg. PIny agonista 5-HT1A receptort 8-OH-
DPAT nemél na rozpoznani noveho pfedmeétu vliv.

Ovlivnéni paméti a ucCeni u schizofrenie bylo studovano v souvislosti s
modulaci GIuN2B podjendnotky NMDA receptoru (Loftis a Janowsky, 2003).
Dulezitost GIuN2B podjednotky NMDA receptoru ve spojitosti s regulaci vysSich
kognitivnich funkci podporuje studie Wonga a spolupracovnikl zroku 2002,
dokazuje, Ze zvySena exprese KIF17 u transgennich mysi je spojena se zvySenou
expresi GIUN2B, coz vede ke zlepSeni prostorové a pracovni paméti.

SoucCasné studie ukazuji, Zze podavani tandospironu (parcialni agonista 5-
HT1A receptor) v kombinaci s typickymi antipsychotiky zlepSuje slovni pamét u
nemocnych schizofrenii (Sumyioshi et al., 2001). MySi s knockoutem 5-HT1A
receptorll vykazuji zvySenou uzkost, a maji poruchy v PPI. Ukazalo se, ze zvySena
uroven uzkosti negativné ovliviiuje u€eni a pamét. U mySi s knockoutem receptorem
5-HT1A byla také zjisténa vysSSi nachylnost ke stresu. PIni agonisté 5-HT1A
receptord (8-OH-DPAT) zhorSuji kognici tim, Ze inhibuji uvolfiovani glutamatu a
acetylcholinu v rdznych oblastech mozku v€etné mozkové kary (Ogren et al., 2008).

Rada studii ukazuje na zhor$ené uéeni, konsolidaci paméti i vybavovani po
podani agonisty 5-HT1A receptoru (8-OH-DPAT, buspiron); (Meneses a Perez-
Garcia, 2007). DalSi studie ukazuji, ze aktivace 5-HT1A receptorl vysSi davkou
agonistu 5-HT1A receptori zhorSuje pasivni vyhybani se mistu a podminénou
strachovou odpovéd u mysi (Quartermain et al., 1993). Systémové podani 8-OH-

DPAT zhorSovalo u€eni v Morrisové vodnim bludisti (Carli et al., 1995). Naopak nizké
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davky 8-OH-DPAT zlepSuji pamét v testu pasivniho vyhybani (Madjid et al., 2006) a
v testu rozpoznavani objektu (Cole et al., 1994). Nizké davky parcialnich agonistu
zlepSovaly kognitivni funkce. Predpoklada se, Ze aktivuji autoreceptory, ty jsou

citlivéjSi na agonisty nez postsynaptické receptory (Yocca et al., 1992).

5.5. Vliv agonistid 5-HT1A receptoru v kombinaci s MK-801 na expresi

podjednotek NMDA receptoru

Dil¢im cilem prace bylo zjistit, zda agonisté 5-HT1A receptoru interaguji s
NMDA receptory na molekularni a behavioralni urovni, po systémovém podani
agonistu 5-HT1A receptor( a antagonistl NMDA receptor(.

Nase vysledky ukazaly, ze agonisté v kombinaci s MK-801 (inhibitor NMDA
receptoru) interagovaly s GIuN2A a GIuN2B podjednotkami NMDA receptoru. 8-OH-
DPAT zvySoval expresi GIuN2A podjednotky v hipokampu. Tandospiron snizoval
expresi GIuN2B podjednotky NMDA receptoru ve frontalni kiife, kdezto v hipokampu
expresi této podjednokty zvySoval. Opakované podavani nekompetitivniho
antagonisty NMDA receptort vede ke specifickym zménam v chovani,
biochemickych morfologickych parametrd v centralni nervové soustavé, které je
v mnoha ohledech podobné schizofrenii (Bubenikova-ValeSova et al., 2008). Studie s
podobnym antagonistou NMDA receptoru (fencyklidinem) ukazaly bud sniZeni
exprese GIuN1 ve frontalni kGfe (Lindahl a Keifer, 2004), nebo zadné zmény
v expresi této podjednotky (Gu et al., 2007). Podani MK-801 samotné nebo v
kombinaci s agonisty 5-HT1A receptoru sniZovalo expresi GIUN2A podjednotky.
Snizeni exprese GIuN2A podjednotky po podani MK-801 bylo jiz dokumentovano na
urovni mRNA (Oh et al., 2001). Chronické podavani antagonisty NMDA receptoru
snizuje expresi proteinu RGS4 (Gu et al., 2007). NizSi exprese RGS4 byla prokazana
ve frontalni oblasti pacientd se schizofrenii (Mirnics et al., 2001).

Z nasich i z dalSich studii vyplyva, Ze parcialni agonisté 5-HT1A receptoru

spiSe zlepsSuji ucinky navozené podavanim MK-801.
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5.6. Vliv agonistl 5-HT1A receptoru na MK-801 indukovanou inhibici PPI

NasSe vysledky ukazaly, Ze agonist¢ 5-HT1A receptoru v kombinaci
s antagonistou NMDA receptoru MK-801 maji vliv na PPI. Plny agonista 5-HT1A
receptord 8-OH-DPAT v davce 0,025mg/kg v kombinaci s MK-801 (0,1mg/kg)
zvysSovaly PPI, naproti tomu davka 1mg/kg 8-OH-DPAT v kombinaci s MK-801
snizovaly PPI. Tandospiron, parcialni agonista 5-HT1A receptort, v kombinaci s MK-
801 (0,1 mg/kg) vykazoval stejny design ucinku jako plny agonista, nizSi davka
tandospironu zvySuje PPl a vysSi davka PPI snizuje.

Opakované podavani MK-801 indukuje schizofrenii podobné chovani jako je
pravé napfiklad deficit v senzomotorickém gatingu, ktery Ize méfit pomoci PPI (Geyer
et al., 2001; Bubenikova et al.,, 2005; Bubenikova-Valesova et al., 2008).
Administrace MK-801 zpUsobuje deficit v PPl a zvySeni akustické ulekové reakce
(Geyer et al, 2001; Bubenikova et al., 2005). Nizké davky 8-OH-DPAT (0,025 mg/kg)
zmiriuji deficit v PPI vyvolany MK-801 (0,1 mg/kg). Naopak, byl zjistén vétsi deficit v
PPl po podani vysoké davka 8-OH-DPAT (1 mg/kg) a MK-801 (0,1 mg/kg) oproti
samotnému podani MK-801. Nicméné, poskozeni v PPI bylo pozorovano i po podani
jen 8-OH-DPAT (1 mg/kg), takze muzeme ucinit zavér, ze vysoké davky 8-OH-DPAT
zesiluji u€inek MK-801 na PPI. Vysoko potentni agonisté 5-HT1A receptoru zhorsuji
schizofrenii podobné chovani vyvolané MK-801 u potkant (Maj et al, 1996; Dall'Olio
et al, 1999). Rlzny efekty nizké a vysoké davky 8-OH-DPAT na naru$ené chovani
potkanl vyvolané MK-801 Ize mozna vysvétlit riGznou afinitou 5-HT1A autoreceptoru
a postsynaptickych receptorli (Yocca et al.,, 1992). Nonkompetitivni antagonista
NMDA podobny MK-801, fencyklidin, zvySuje extracelularni hladinu serotoninu v
prefrontalni kafe a hipokampu u potkant (Martin et al., 1998). Proto, aktivace
presynaptickych 5-HT1A receptoru v rafealnich jadrech neutralizuje ucinek potlaceny
NMDA receptory. Postsynaptickén 5-HT1A receptory lokalizované na pyramidovych
(glutamatergnich) neuronech inhibuji €innost glutamatergnich neuronu (Araneda a
Andrade, 1991). Parcialni agonisté 5-HT1A receptort Ize vyuzit k 1éEbé schizofrenie,
ale plny silny agonista receptoru by mohl zhors$it psychotické pfiznaky (Roth et al.,
2004). Parcialni agonista 5-HT1A receptoru bude puUsobit jako agonista
autoreceptort. Kromé toho podani 5-HT1A receptorl zmirfiuje zmény chovani, jako

jsou stereotypie, hyperlokomoci a poruchy kognitivnich funkci vyvolané MK-801
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(Harder a Ridley, 2000; Wedzony et al., 2000). Stimulace 5-HT1A receptord 8-OH-
DPAT (plny agonista) nebo buspironem (parcialni agonista) snizuji PPI (Bubenikova-
Valesova et al., 2007; Van den Buuse a Gogos, 2007). Uginku tandospironu (5
mg/kg) na PPl bylo zabranéno akutnim podavanim WAY 100635, selektivni
antagonista 5-HT1A (Fornal et al., 1996), coz naznacuje, Ze tandospiron snizuje PPI
pres selektivné plsobeni na 5-HT1A receptory. Opakované podavani agonistd 5-
HT1A receptord deaktivuje 5-HT1A autoreceptory v rafealnich jadrech, ale
neovliviuje postsynaptické receptory v projekénich oblastech (Hensler, 2003).
Zajimavé je, ze tandospiron v davce 0,05 mg/kg pfi opakovaném, ale akutni,
administraci indukuje deficit v PPI, ktery nebyl ovlivnén WAY 100635. Uroven
ulekové reakce ukazuje na miru emoci a pozornosti u hlodavci. Vysoka ulekova
reakce narusuje smyslové a kognitivni zpracovani informaci, coz je nasledovano

zvySenim srdecni frekvence (Yeomans et al. 2002).

6. Zavér

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda glutamatové NMDA receptory interaguji se
serotoninovymi-1A (5-HT1A) receptory jak na molekularni, tak na behavioralni urovni.
Metodou imunoblottingu jsme zjistili, Ze podani agonisti 5-HT1A receptor (8-OH-
DPAT, tandospiron) vede ke zvySeni/snizeni exprese podjednotek (GIuN1, 2A, 2B)
NMDA receptoru ve frontalni kife a hipokampu.

Dilcim cilem bylo toto ovéfit i v testu PPI, kde jsme zjistili, Ze podani piného
agonisty 5-HT1A receptort 8-OH-DPAT vede ke zméné zpracovani informaci v testu
PPI, obé davky (0,025 mg/kg i 1 mg/kg) PPI sniZuji. Tandospiron nemél na PPI vliv.
Nakonec jsme chtéli ovéfit, zda maji parcialni agonisté 5-HT1A receptoru vliv na
snizeni stresem indukované ultrazvukové vokalizace. Méfenim UZV u potkana jsme
zjistili, ze 8-OH-DPAT a tandospiron ve vysokych davkach signifikantné zlepSuji
anxietu.

Uginek agonistd 5-HT1A receptori jsme ovéfovali i v animalnim modelu
rozpoznavaci paméti NORTu. Z naSich vysledkl vyplyva, Ze parcialni agonista 5-
HT1A receptorli, tandospiron, v davce 0,05 mg/kg zlepSuje rozpoznavaci pamét.
PIny agonista 5-HT1A receptorl 8-OH-DPAT nemél na urover rozpoznani nového
pfedmétu vliv. Ani jeden z agonistl 5-HT1A receptoru nemél vliv na lokomoci a

rearing v NORTu.
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Dale bylo naSim cilem zjistit, jestli podani parcialnich agonisti 5-HT1A
receptoru v kombinaci s antagonistou NMDA receptoru MK-801 v davce 0,1 mg/kg
meéni expresi podjednotek NMDA receptoru. Z vysledkl pokusu je patrné, Ze po
soubé&zné aplikaci antagonisty NMDA receptoru (MK-801) a agonisty 5-HT1A
receptoru (8-OH-DPAT, tandospiron) se exprese podjednotek NMDA receptoru méni.
8-OH-DPAT zvySoval expresi GIuN2A podjednotky v hipokampu. Tandospiron
sniZzoval expresi GIuN2B podjednotky NMDA receptoru ve frontélni kdfe, kdezto
v hipokampu expresi této podjednokty zvySoval.

Nasledné jsme vliv soubézné aplikace agonisti 5-HT1A receptoru a
antagonisty NMDA receptoru ovérovali v testu PPI. PIny agonista 5-HT1A receptoru
8-OH-DPAT v davce 0,025 mg/kg v kombinaci s MK-801 (0,1 mg/kg) zvySovaly PPI,
naproti tomu davka 1 mg/kg 8-OH-DPAT v kombinaci s MK-801 sniZzovaly PPI.
Tandospiron, parcialni agonista 5-HT1A receptord, v kombinaci s MK-801 (0,1
mg/kg) vykazoval stejny design uc€inku jako plny agonista, niz§i davka tandospironu

zvySuje PPl a vySSi davka PPI snizuje.
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ZMENY V EXPRESI PODJEDNOTEK
N-METYL-D-ASPARTATOVEHO RECEPTORU PO PODANI
PARCIALNICH AGONISTU SEROTONINOVYCH-1 A RECEPTORU
(BUSPIRON, TANDOSPIRON) V HIPOKAMPU A FRONTALNI
KURE U POTKANA

ALTERATION IN SUBUNITS EXPRESSION OF N-METHYL-D-ASPARTATE RECEPTOR
AFTER APPLICATION OF SEROTONIN-1A RECEPTOR PARTIAL AGONISTS (BUSPIRONE,
TanDOsPIRONE) IN HippocaMpPus AND FRONTAL CORTEX IN RATS

VERA BUBENIKOVA-VALESOVA, JANA PUSKARCIKOVA,
MONIKA VRAJOVA, JIRT HORACEK

Psychiatrické centrum Praha

SOUHRN

Buspiron a randospiron jsou parcilni agonisté serotoninaového-1A (5-HT1A) receproru registrovani pro lécbu generalizované izkostné po-
ruchy. Nekeeré preklinické i klinické studie ukazuji, Ze tyto litky také maji prokognitivni Géinek v kombinaci s antipsychoriky (haloperidol)
a antipsychoticky profil v animilnim modelu schizofrenie zaloZeném na inhibici NMDA receproru. Cilem price bylo zjisti, jestli opakované
podani (4 dny) buspironu (1 a 10 mg/kg) a tandospironu (0,052 5 mg/kg) méni expresi podjednorek (NR1, NR2ZA) NMDA receproru ve fron-
tilni kitfe a hipokampu jak u intakenich potkan, tak u potkani po podini NMDA antagonisty (MK-801; 0,1 mg/kg). Nade vysledky ukizaly,
Ze opakovana aplikace parcidlnich agonistil vyznamné sniZuje expresi NR1 podjednotky ve frontilni kife a hipokampu. Podini MK-801 rudi
Gdinek 5-HT 1A agonisti vzhledem ke zméné v expresi podjednotek NMDA receproru. Aplikace parcidlnich agonistd 5-HT 1A receptoru neméla
vliv na expresi NR2A podjednotky. Podini MK-801 sniZovalo expresi NR2A podjednotky.

Zavérem lze Fici, ze akrivaci 5-HT 1A R miizeme sniZit expresi NR1 podjednotky ve frontilni kife a hipokampu a navodit podkozeni kognirtiv-
nich funkei, které jsme porvrdili uz v predeilych studiich.

KliZovd slova: NMDA recepror, MK-801, buspiron, tandospiron, exprese, NR1, NR2A, podjednotka

Buspirone and tandospirone are partial agonists of 5-HTIA receptor authorized for treatment of generalized anxiety disorder, Some of
preclinical and clinical studies show that these drugs have procognitive effect in combination with antipsychotic (haloperidol) and exert anti-
psychatic-like profile in animal model of schizophrenia based on inhibition of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor. The aim of the study
was investigare the effect of repeated (4 days) administration of buspi (1 and 10 mg/kg) and tandospirone (0,05 mg/kg and 5 mg/kg) on
protein expression of NMDA receptor subunits (NR1 and NR2A) in frontal cortex and hippocampus in intact rats and in MK-801 treated rats
(0,1 mg/kg). Our results showed that repeated administration of 5-HT1A recepror partial agonist significantly decreased the expression of NR1
subunit in frontal cortex and hippocampus. Application of MK-801 blocked the effect of S-HT 1A recepror agonists. Partial agonist of 5-HT1A
recepror had no effect on NR2A subunit expression; however application of MK-801 decreased the expression of NR2A.

In conclusion, activation of 5-HT1A recepror induced a decrease of NR1 subunit expression in frontal cortex and hippocampus and could
induced disturbances in cognitive function as we published in previous studies.

Key words: NMDA recepror, MK-801, buspirone, tandospirone, expression, NR1, NR2A, subunit

Bubenikové-ValefoviV, Puskaréikovd ], Vrajovi M, Horddek J. Zmény v EXEITSI' podjednotek N-meryl-D-aspartitového receproru po padini
parcidlnich agonistii serotoninovych-1A receprori (buspiron, tandospiron) v ipakampu a frontilni kitfe u potkana. Psychiatrie 2010; 14(Suppl.

2): 22-15.
Ovod receptorii vede pies G-proteiny k inhibici produkee cyklického
biine AMP, a tim snizuje aktivitu pyramidovych bunék a vydej glutamiru
(Matsuyama et al., 1996). Navic aktivace 5-HT1A R sniZuje akeivi-

e mezi sertoninovim-1A a N-methyl-D-aspartitovym  tu glutamitovych ionotropnich N-methyl-D-aspartitovych (NMDA)

receptorem

Serotoninové-1A (5-HT1A) receprory jsou exprimované v rafeal-
nich jadrech, kde reguluji vydej seroroninu, a postsynapticky v oblas-
tech, jako je frontilni kiira, hipokampus a thalamus. Postsynaprické
5-HT1A heteroreceprory jsou umistény jak na pyramidovych
(glucamarergnich) bunkach, tak na GABAergnich interneuronech
v kirfe a hipokampu (de Almeida a Mengod, 2008). Aknvace téchro

22

receptorii pies regulaéni protein G-proteinové signalizace RGS4 (Gu
etal., 2007). Jak RGS4, tak NMDA recepror a s nim spojené proteiny
hraji dilleZitou roli v patofyziologii schizofrenie (Chowdari etal., 2002;
Kristiansen et al., 2006). U pacienti se schizofrenii post mortem byla
nalezena sniZend exprese mRNA pro RGS4 v nékolika oblastech, jako
je frongilni kiiraa temporilni gyrus (Bowden et al., 2007; Mirnics et
al., 2001). NMDA receptor je slofen z nékolika podjednorek (NR1,
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spironu p < 0,01. Post-hoc Newman-Keuls test ukdzal zeysens exprese NR1
podjednotley w skupiny tandospiron 5 mg/kg/MK-801 ve srovndni tando-
spiron § mg/ke, cast A. Buspiron nemél vliv na expresi NR1 podjednotky
ve frontalny keire.

NR2A-2D, NR3A-B). Na podjednotku NR1 se viZe glycin jako koa-
gonista a na ostarni podjednotky glutamit. Tento receptor je spojen
s fadou intracelulirnich proteinii tvoficich postsynaprickou denziru,
jako je Erb4, PSD-95 & dysbindin- 1. Privé polymorfizmy v genech pro
tyto proteiny jsou spojoviny se avydenym rizikem pro schizofrenii
(Desbonnet et al., 2009).

Je tedy mozné, Ze aktivace nebo inhibice 5-HT 1A receptorit by
mohla byt novim farmakologickym piistupem v 1é¢bé schizofrenie.
Dile, objasnéni mechanizmu regulace exprese podjednorek NMDA
receptorii pomoci aktivace/inhibice 5-HT 1A receproru ukiie alohu
tohoto receproru v patofyziologii schizofrenie.

Parcidlni ag, ser
uziti v 1é&bé schizofrenie

Buspiron a tandospiron jsou parcidlni agonisté 5-HT 1A receptoru
registrovani pro léébu generalizované uzkostné poruchy (tando-
spiron pouze v Japonsku a Ciné). Parcialni agonisté akuivuji jiné
podeypy Gi/Go proteinti na rozdil od plnych agonisti (serotonin,
8-OH-DPAT), a tedy jejich ti¢inek je jiny. Parciilni agonisté akrivuji
piedeviim autoreceprory v rafedlnich jidrech (Alberc e al., 1999).
Mavic oba agonisté maji odlidng farmakologicky profil. Tandospi-
ron vykazuje 60% aktivitu plného agonisty 8-OH-DPAT na 5-HT1A
receptory, ale nema vyraznou afinitu k Zidnému jinému receptoru
(Hamik et al., 1990). Naproti tomu buspiron je také parcidlnim
agonistou na 5-HT1A receproru, ale inhibuje navic dopaminové
D2 receptory (Peroutka, 1985). Nékreré preklinické i klinické studie
ukazuji, ze tyto litky také maji prokognitivni téinek v kombinaci
s antipsychotiky (haloperidol) a antipsychoticky profil v animalnim
modelu schizofrenie zaloZeném na inhibici NMDA receproru (Su-
miyoshi er al., 2000; 2007; 2008),

ych-1A receptorii a jejich vy-

Cilem price bylo zjistit, jestli buspiron a tandospiron méni expresi
podjednotek (NR1, NR2A) ve frontilni kife a hipokampu, coz jsou
strukeury dilegicé pii fedeni kognitivnich aloh, a to jak uintakenich
porkant, tak u potkanit po podini NMDA antagonisty (MK-801),
Opakované podini nekompetitivniho antagonisty NMDA receprori
vede ke specifickym zméndm v chowvini, biochemickych a morfolo-
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a eyznamny viiv buspivonu (p < 0,05). Post-hoc Newman-Keuls test ukdzal
snizeni exprese u skupiny buspiron 1 mg/kg (p < 0,01) ve srovndni's kontro-
low. Toto sniZeni bylo inhibovdno poddnim MK-801 (p < 0,01), &ist B.

gickych paramerri v centrilni nervové soustavé, keeré jsou v mnoha
ohledech podobné schizofrenii (Bubenikova-Valesova et al., 2008).

Metodika

Zvifata: Experimenty byly providény na samcich potkani kmene
Wistar (Velaz, Koleé, Ceskd republika) o hmotnosti 200-250 g. Potkani
byli ustijeni po parech v plastovych akviriich ve zvéfinei s regulovanou
teplotou (20-22 °C) a s pravidelnym 12hod. cyklem svétlo/tma. Zvifata
méla neomezeny pristup k potravé a vodé. Experimenty byly schvileny
odbornou komisi pro prici s laboratornimi zvifaty pfi 3. LF UK a byly
provedeny v souladu se zikonem na ochranu zvifat proti tyrdni.

Aplikace litek: Buspiron (Sigma-Aldrich, Ceska republika) byl
aplikovin s.c. v divkich 1 a 10 mg/kg po dobu 4 dnii. Tandospiron
(Dainippon Sumitomo Pharma, Japonsko) byl aplikovin s.c. v dédv-
kich 0,05 a 5 mg/kg po dobu 4 dnii, Spoleéni s buspironem nebo
tandospironem byl aplikovin i.p. fyziologicky roztok nebo MK-801
(Sigma-Aldrich, Ceska republika) v divee 0,1 mg/kg. 60 min. po po-
sledni ddvce byla zvifata dekapitovina a ndsledné jim byly odebrany
hipokampy a frontilni kira.

Western blot: Tkan hipokampt a fronedlni kiiru jsme homo-
genizovali v ledovém rozeoku obsahujicim 320 mM sachardeu,
10mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,2 mM EDTA, 2 mM fenylmethylsulfo-
nyl-fluorid, 1 mM 2-merkaproetanol a kokrejl inhibitort protedz
(Sigma-Aldrich, Ceska republika). Po dvoustupriové centrifugaci
jsme ziskali sediment obohaceny synaprozémy (P, - frakee), krery
jsme resuspendovali v 500 ml ledové deionizované H,0. Ke stanoveni
koncentrace proteinil jsme pouzili merodu dle Bradforda (Bradford
1976). P, - frakce jsme nisledné denaturovali ve vzorkovém pufru
[10% glyeerol, 2% sodium dodecyl sulfic (SDS), 5% 2-merkaproetanol,
63 mM Tris-HCI (pH 6,8) a 0,01 % bromfenolova modf] pfi 95 °C
po dobu 5 min. Rozdéleni proteint jsme provedli na 7,5% polyakry-
lamidovém gelu za pouzid Criterion Cell (Bio-Rad, USA). Proteiny
byly ndsledné pfeneseny na nitrocelulézovou membrinu pomoci
Criterion Blotter (Bio-Rad, USA). Po promyti v redestilované vodé
byly membriny roziiznury na dvé &isti obsahujici proteiny naseho
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Obrizek 3: Vliv tandospirons/buspironu na expresi NR2ZA podjednotky  Obrizek 4: Vliv tandospironu/buspironu na i NR2A podjednotky
NMDA receptoru ve frontdlni kive. Two-way ANOVA prokdzala vy-  NMDA receptors v bipokampu. Two-way ANOVA pmim’zaﬁz vyznamny
z i kci mezi buspi {p<0,01), lospironem (p < 0,00).  vliv MK-801 (p < 0,001). Post-hoc Newman-Keuls test ukdzal, e buspiron
Post-hoc Newman-Keuls test ukdzal sniZens exprese NR2A podjednotky 1 mg/kg v kombinaci s MK-801 sniZoval expresi NR2A podjednotky ve

w skupiny tandospiron 0,05 mg/kg/MK-801 ve srovndni's MK-801 (p < 0,05)
a tandospiran 0,05 mg/kg, éast A.

zdjmu (120 kDa NR1 nebo 170 kDa pro NR2A a kontrolni protein
50 kDa a-tubulin). Membriny byly inkuboviny v blokovacim PBS
spolu s 0,1% Tween a 3% odruénénym sudenym mlékem. Nisledovaly
inkubace s primdrnimi protilickami: pfes noc pro anti-NMDAR1
(1:500, Millipore, USA) nebo 2 hod. pfi pokojové teploté pro anti-
NMDAR2A (1:500; Millipore, USA), 1 hod. pfi pokojové teploré
(anti-a-tubulin; 1:1000; Exbio; Ceska republika). Po trojim oplich-
nuti v PBS pufru byly pfidiny sekundirni protilitky konjugované
s kienovou peroxidizou (1 hod., 1:3000, Dako, Dinsko). Po inkubaci
s roztokem SuperSignal (Pierce, USA) bylo mozné po pfiloZeni na
film vizualizovat imunopozitivni bendy, tyrto byly nisledn hodno-
ceny pomoci Gel Doc Analysis System (Bio-Rad, USA). Vysledky
jsou zobrazeny jako pomér denzit pro NR1/NR2A podjednorku
a a-tubulin a vyjadieny v % vii¢i kontrole.

Statistika

Interakee mezi buspiron/tandospiron a MK-801 byly porovniny
pomoci dvojcestné analyzy variance (two-way ANOVA). Rozdily mezi sku-
pinami pak pomoci one-way ANOVA s Newman-Keuls post hoc testem.
Pro staristické hodnoceni jsme pouzili software GraphPad 4, USA.

Vysledky

Vliv buspironu/tandospironu a MK-801 na expresi NR1
podjednotky ve fi ilni kiife a hipokamp

Two-way ANOVA neprokizala zidny vliv na expresi NR1 podjed-
notky ve frontilni kiife po aplikaci buspironu ani MK-801. Viznamnai
nebyla ani interakce mezi buspironem a MK-801, obrizek 1B. Naproti
tomu two-way ANOVA ukizala vliv tandospironu F (2,18) = 9,94, p < 0,01
a interakce mezi tandospironem a MK-801 F (2,18) = 10,64; p'< 0,001,
ale Zidny vliv MK-801 na expresi NR1 podjednotky ve frontilni kife.
Nasledni one-way ANOVA s Newman-Keuls post hoc testem ukizala
zvygeni exprese NR1 podjednotky po podini tandospironu 5 mg/kg
a MK-801 ve srovndni s tandospironem 5 mg/kg, obrizek 1A.
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srovndni s buspironem 1 mg/kg, &dst B.

Two-way ANOVA prokizala vliv buspironu F (2,38) = 4,92;
p < 0,05 a interakce mezi buspironem a MK-801 F (2,38) = 3,34;
P < 0,05, ale Zidny vliv MK-801 na expresi NR1 podjednotky v hipo-
kampu. Nasledna one-way ANOVA s Newman-Keuls post hoc testem
ukizala sniZeni exprese NR1 podjednotky v hipokampu po podini
buspironu 1 mg/kg, ale zidny vliv vy3ii divky buspironu. Podini
MEK-801 k buspironu 1 mg/kg zvySovalo expresi NR1 ve srovnini
s buspironem 1 mg/kg, obrizek 2B. Two-way ANOVA ukizala vliv
pouze na interakce mezi tandospironem a MK-801 na expresi NR1
podjednotky v hipokampu F (2,28) = 4,05;p < 0,05. Nisledna one-
way ANOVA neukizala statisticky viznamny rozdil mezi skupinami,
obrizek 2A.

Vliv buspi /tandospironu a MK-801 na expresi NR2A
podjednotky ve frontdlni kitfe a hipokampu

Two-way ANOVA ukizala vliv interakce buspironu s MK-801 na
expresi NR2A podjednotky ve froncilni kife F (2,46) = 5,77, p < 0,01,
ale zidny vliv buspironu nebo MK-801. One-way ANOVA ukizala
vyznamny rozdil mezi skupinami, ale Newman-Keuls post hoc test
neprokazal Zidny statisticky vyznamny rozdil, obrdzek 3B. Two-
way ANOVA ukdzala vyznamny vliv interakce mezi tandospironem
a MK-801 na expresi NR2A podjednotky ve frontdlni kife F (2,18) =
5,765, p < 0,01, ale zidny vliv tandospironu nebo MK-801. Naslednd
one-way ANOVA s Newman-Keuls post hoc testem prokdzala sniZeni
exprese NR2A podjednotky po podini tandospironu 0,05 mg/kg
spolu s MK-801 ve srovnani se skupinou MK-801 i tandospiron
0,05 mg/kg, obrazek 3A.

Two-way ANOVA prokizala vliv MK-801 F (2,35) = 15,15;
p < 0,001, ale zadny vliv buspironu nebo interakce mezi MK-801
a buspironem na expresi NR2A podjednotky v hipokampu. Na-
sledna one-way ANOVA s post-hoc Newman-Keuls testem ukizala
sniZeni exprese NR2A podjednotky po podini MK-801 (p < 0,05)
ve srovnini s kontrolou. Buspiron 1 mg/kg v kombinaci s MK-801
snizoval expresi NR2A podjednotky ve srovnani s buspironem I mg/kg
(p < 0,05); obrizek 4B. Tandospiron sim ani v kombinaci s MK-801
nemél stacisticky vyznamny vliv na expresi NR2A podjednotky
v hipokampu, obrizek 4A.
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Diskuze

Nase vysledky ukazaly, ze oba parciilni agonisté interagovaly
s NR1 i NR2A podjednotkami NMDA receprorii. Buspiron vice
snizoval expresi NR1 v hipokampu a tandospiron ve frontdlni kife
u potkanii bez podini MK-801 (inhibitor NMDA receptoru). Toto
snizeni bylo zablokovino podinim MK-801. Samotné podini MK-
801 ale nemélo vliv na expresi NR1 podjednotky. Je zde tedy patrna
silnd interakce mezi S-HT1A receptorem a NR1 podjednotkou
MNMDA receptoru. Z literatury je pouze znamo, Ze agonista 5-HT1A
receptoru (8-OH-DPAT) sniZuje fosforylaci NR1 podjednotky po
celkové ischemii u potkana, ale bez zmény v expresi NR1 podjednotky
(Salazar-Colocho et al., 2007). Nage nepublikované vysledky s timro
agonistou ukazuji na podobny Gcinek 8-OH-DPAT. Pravdépodobné
parcidlni agonisté 5-HT1A receptoru maji rozdilny ti¢inek na expresi
podjednorek NMDA receproru nez plny agonista. Nadmérnd akrivace
NMDA receptori vede k excitotoxickému poskozeni bunék zpiisabe-
nému zvygenou intracelulirni hladinou vipenatych ionui (Szydlowska
a Tymianski, 2010). Je znimo, e akovace postsynaprickych 5-HT1A
receprori sniZuji funkei NMDA receprori (Gu et al., 2007), &imz Lze vy-
svetliti neuroprotekeivni Gicinek. Protoze pfitomnost NR1 podjednotky
je nurnd pro funkci NMDA receptoru, je moZné, Ze snizeni exprese NR1
podjednotky indukované 5-HT 1A agonisty vede privé ke sniZeni funkce
NMDA receptoru. Antagonista NMDA receproru (MK-801) blokoval
tidinek agonisti 5-HT 1A receproru na expresi NR1 podjednotky, ale sim
neovlivnil expresi této podjednotky. Studie s podobnym antagonistou
NMDA receproru (fencyklidinem) ukdzaly bud’ sniZzeni exprese NR1
ve frontilni kafe (Lindahl a Keifer, 2004), nebo Zidné zmény v expresi
této podjednotky (Gu et al.,, 2007; Wang et al., 1999).

Glutamit se vize na NR2 podjednorky NMDA receproru. V nasi
studii jsme stanovili expresi NR2A podjednotky ve frontdlni kitfe
a hipokampu. Aplikace parcidlnich agonistG 5-HTI1A receptoru

neméla vliv na expresi NR2ZA podjednotky. Podani MK-801 sa-
motné nebo v kombinaci s agonisty 5-HT1A receproru snifovalo
expresi NR2A podjednotky. SniZeni exprese NRZA podjednotky po
podini MK-801 bylo jiz dokumentovino na trovni mRNA (Oh et
al., 2001).

Mase vysledky ukazaly, Ze opakovana aplikace parcidlnich ago-
nistdl vjznamné snizuje expresi NR1 podjednortky ve frontilni kitfe
a hipokampu. Aktivace 5-HT1A receptoru vede u potkanti ke zhor-
%eni kognitivnich funkei a zpracovini senzorimotorickych informaci
(Bubenikova-Valesova et al.,, 2010; Elvander-Tottie et al., 2009). Je
moéné, #e porucha kognitivnich funkei souvisi se sniZenim exprese
NR1 podjednotky ve strukturich, kreré jsou pro tyto funkee ditleZicé.
Snizeni exprese NR1 podjednotky vede také umysi k schizofrenii po-
dobnému chovini véetné poruchy kognice (Mohn ecal., 1999). Poddni
antagonistii NMDA receptoru ruii Géinek 5-HT 1A agonisct vzhledem
ke zméné v experesi NMDA podjednotek, coz opét ukazuje na vadjem-
nou interakci mezi 5-HT1A a NMDA receptory. Tento vysledek je ale
v rozporu s nasimi behaviordlnimi vysledky, kdy naopak tandospiron
porencioval ti¢inek NMDA antagonisty v testu na zpracovini senzori-
motorickych informaci (Bubenikova-Valesova et al., 2010).

Zaverem lze Fici, ze aktivaci 5-HT 1A R mzeme sniZit expresi NR1
podjednotky ve frontilni kiife a hipokampu a navodit poskozeni
kognitivnich funkci, které jsme potvrdili uz v pfedeslych studiich.
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UCINEK AGONISTU SEROTONINOVYCH-
1A RECEPTORU NA EXPRESI N-METHYL-D-
ASPARTATOVYCH (NMDA) RECEPTORU U POTKANA
Puskarcikova J., Vrajova M., Bubenikovi-Valesova V.
Psychiatrické centrum Praba, Ceskd republika

Na zikladé naSich pfedchozich behaviorilnich studii
(Bubenikova-Valesova et al., 2010) pfedpokliddme, Ze existuje
ptima interakce mezi S-HT1A a NMDA receptory. NMDA
receptor je sloZen z nékolika podjednotek (NR1;NR2A-2D).
V hipokampu a frontilni kafe se vyskytuji ptedeviim NR1,
NR2A a NR2B podjednotky.

V na3i studii jsme stanovili expresi podjednotek NMDA
receptort po 4denni aplikaci agonisty 5-HT1A receptorti
(8-OH-DPAT: 0,025 a 0,1 mg/kg; buspiron 1 a 10 mg/kg) ve
frontdlni kafe a hipokampu potkana.

Zjistili jsme, Ze subchronické podani plného agonisty
8-OH-DPAT neméni expresi NR1,NR2A, NR2B podjednotky
NMDA receptorti ve frontilni kafe a hipokampu potkana.
Naopak podéni buspironu 1 mg/kg vede ke sniZeni exprese
NR2A ve frontélni kiife a NR1 v hipokampu. Pod4vani vysoké
davky 10 mg/kg vede ke zvyseni exprese NR2B v hipokampu
a ke sniZeni exprese NR1 ve frontilni kiife a hipokampu
a NR2A ve frontdlni ktife. Nase vysledky ukazuji, Ze parcilni
agonista S-HT 1A receptorti interaguje s NMDA receptorem
na rozdil od plného agonisty 8-OH-DPAT. Buspiron je regis-
trovan k 1é¢bé tzkostnych poruch, ale je studie, kdy podani
buspironu k atypickym antipsychotikim zlep3uje pozornost
(Sumiyoshi et al., 2007). Rozdil mezi ptisobenim tiplného
a ¢asteCného agonisty je ziejmé v tom, Ze buspiron se také
vdze na dopaminové D2 receptory, které mohou ovliviiovat
exprest NMDA receptort (Peroutka, 1982).
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‘Uinek agonistu serotoninovych-1A receptortl na expresi
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Objective

Subchronic treatment with a non-competitive glutamate NMDA receptor antagonist
(MK-801) or social isolation from weaning (28 PND) to adulthood produce deficit
similar to some of symptoms of schizophrenia (Simpson et al., 2010).
Method

In our study we evaluated this model on rats, which were treated with MK-801 (0.1
mg/kg; 7-11 PND) or saline. After weaning (28 PND) we induced social isolation in
half of rats until adulthood. During this period we investigated behavior in open field
during puberty (35.PND) and after social isolation (56-58.PND) we measured social
recognition. Furthermore, we measured the effect these two hits on expression of
NR1, NR2A and NR2B subunits in frontal cortex and hippocampus.
Results

We found that NR2A and NR2B, but not NR1 was decreased immediately after early
administration of MK-801. In adulthood, the expression of NR2B subunit was
decreased in grouped or social isolated rats after early administration of MK-801 in
hippocampus. On the other hand, the expression of NR2A subunit was increased in a
hippocampus after early administration of MK-801 in social isolated rats. In puberty,
rats with combination of MK-801 administration and social isolation increased
explorative behavior (less time spent in immobility and higher frequency of rearing).
In adulthood only rat social-isolated during puberty decreased the recognition
memory, without influence of the early administration of MK-801 on this task.
Conclusion

Early administration of MK-801 changed the expression of subunits of NMDA
receptor and had no effect on social recognition task in adult rats. The social isolation
significantly influenced social recognition memory and had additive effect to early
MK-801 administration on explorative behavior.
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