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Abstrakt  

Protein Nogo-A patří k nejvýznamnějším regulačním molekulám v centrální nervové 

soustavě. Pomáhá řídit vývoj neuronů i glií, navádění axonů i synaptickou plasticitu 

v dospělém mozku. Ačkoli je studován převážně jako inhibitor regenerace axonů po poranění 

CNS, hraje roli v celé řadě chorob, včetně neurodegenerativních a neuropsychiatrických. 

Tato práce nabízí přehled dosavadních poznatků o funkci Nogo-A a s ním spojených 

proteinů, a shrnuje výsledky experimentů zaměřených na studium chování v modelu 

transgenního potkana se sníženou expresí Nogo-A. K hlavním výsledkům patří významné 

zhoršení výkonnosti v kolotočovém bludišti, ukazující na deficit kognitivní koordinace 

a flexibility, zatímco řada dalších kognitivních funkcí, jako je prostorová navigace 

a prostorová i neprostorová paměť, není sníženou expresí Nogo-A ovlivněna. Tato zjištění 

jsou diskutována v kontextu hypotézy o možném spojení mezi mutacemi či změnami exprese 

Nogo-A a lidské schizofrenie. Usuzujeme, že potkani se sníženou expresí Nogo-A představují 

velmi nadějný animální model schizofrenie, který si zasluhuje další výzkum. 

 

Klíčová slova 
Nogo-A; kolotočové bludiště, vodní bludiště; prostorová navigace; kognitivní 

koordinace; prostorové úlohy; transgenní potkan; schizofrenie 
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Abstract  

The Nogo-A protein belongs among the most important regulatory molecules in  

the brain, regulating development of neuronal and glial cells, axon guidance and adult 

synaptic plasticity. Although it has been studied mainly as an obstacle to axon regeneration 

after CNS injury, it plays a role in many pathological conditions, including neurodegenerative 

and neuropsychiatric diseases. This work offers a literature review of the current knowledge 

about functions of Nogo-A and related proteins, and then recapitulates the results 

of experiments focused on the impact on decreased expression of Nogo-A on behavior  

in a transgenic rat model. The most important finding is that the Carousel Maze performance, 

tapping higher cognitive functions such as cognitive coordination and cognitive flexibility, 

is remarkably impaired in this model, while other cognitive functions, such as spatial 

navigation and both spatial and non-spatial memory are spared in the Nogo-A deficient rats. 

The results are discussed in the context of a hypothesis linking Nogo-A mutations or 

abnormal expression to human schizophrenia. We conclude that the Nogo-A deficient rats 

constitute a very promising animal model of schizophrenia and deserve further attention. 

 

Keywords 
Nogo-A; Carousel maze; water maze; spatial navigation, cognitive coordination, 

spatial tasks, transgenic rat model; schizophrenia 
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Seznam zkratek 

AAPA – aktivní alotetické vyhýbání se místu (active allothetic place avoidance), úloha 
v kolotočovém bludišti 

AD – Alzheimerova demence 

ALS – amyotrofická laterální skleróza 

Amino-Nogo – sekvence aminokyselin na N-konci proteinu Nogo-A, nebo příslušný 
peptidový fragment 

APP – prekurzorový protein β-amyloidu (amyloid precursor protein) 

ASY – alternativní označení genu nogo 

Aβ – β-amyloid (peptid) 

BACE1 – β-sekretáza (beta-amyloid converting enzyme 1) 

BAFF – jiné označení pro protein BLyS (B-cell activating factor) 

Bcl-2 – regulační protein s antiapoptotickou aktivitou (B-cell lymphoma 2) 

Bcl-XS – regulační protein s antiapoptotickou aktivitou (B-cell lymphoma extra small) 

BLyS – rozpustný signální protein (B-lymphocyte stimulator), také označovaný jako BAFF 

cAMP – cyklický adenosin monofosfát 

Caspr – protein (contactin-associated protein) 

CNS – centrální nervová soustava 

CSPG – proteoglykany chondroitin sulfátu (chondroitin sulfate proteoglycans) 

CST – kortikospinální trakt 

DMP – delayed-matching-to-place (úloha ve vodním bludišti) 

EAE – experimentální autoimunitní encefalomyelitida 

EGFP – zelený fluorescenční protein (enhanced green fluorescent protein) 

EGFR – receptor pro epidermální růstový faktor 

eNOS – endotelová syntáza oxidu dusnatého 

FGF – růstový faktor fibroblastů (fibroblast growth factor) 

GABA – kyselina γ-aminomáselná (γ-aminobutyric acid) 

GEF – enzymy zprostředkující výměnu GDP za GTP v molekule GTPázy (guanine nucleotide 
exchange factors) 

GPCR – receptory spřažené s G-proteiny (G-protein coupled receptors) 

GPI – glykosylfosfatidylinozitol, glykolipid sloužící často jako kotva připojující protein 
k membráně (GPI-kotva) 

GTP – guanosin trifosfát 

HEK293 – buněčná linie (Human Embryonic Kidney 293 cells) 

IN-1 – monoklonální protilátka proti proteinu Nogo-A 

iNOS – indukovatelná syntáza oxidu dusnatého 

ITI – interval mezi první a druhou plavbou v Morrisově vodním bludišti (inter-trial interval) 

L2 – linie 2 (označení linie Nogo-A deficientních transgenních potkanů použité v této práci) 
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LARG – leukemia-associated Rho guanine exchange factor (protein patřící mezi GEF) 

LGI1 – rozpustný signální protein (leucine-rich glioma-inactivated protein 1) 

LILRB2 – lidský ortolog myšího receptoru PirB (leukocyte immunoglobulin-like receptor 
subfamily B member 2) 

LIMK1 – kináza (LIM domain kinase 1) 

LINGO1 – leucine-rich repeat and Ig domain containing protein 1 – člen receptorového 
komplexu NgR1 

LOTUS – lateral olfactory tract usher substance (cartilage acidic protein–1B) 

LRP1 – low density lipoprotein receptor-related protein 1 

LRR – leucine-rich repeat (motiv proteinové sekvence nebo protein tuto sekvenci obsahující) 

LTD – dlouhodobá deprese (long-term depression, forma neuroplasticity) 

LTP – dlouhodobá potenciace (long-term potentiation, forma neuroplasticity) 

MAG – myelin-associated glycoprotein (zástupce MAI) 

MAI – inhibitor axonálního růstu spojený s myelinem (myelin-associated inhibitor) 

MCAO – okluze arteria cerebri media 

MHCI – major histocompatibility complex class I 

miRNA – microRNA 

MK-801 – dizocilpin (antagonista NMDA receptorů a psychotomimetikum) 

mRNA – messenger RNA 

MWM – Morrisovo vodní bludiště (Morris water maze) 

NEP1-40 – syntetický peptid blokující vazebné místo NgR1 pro Nogo-A 

NG2 – proteoglykan chondroitin sulfátu (neuron-glial antigen 2) 

NgBR – receptor pro Nogo-B 

NgR – Nogo receptor (izoformy NgR1 – NgR3) 

NI-250 – starší označení proteinu Nogo-A 

NMDA – N-methyl D-aspartát, agonista NMDA receptorů pro glutamát 

nNOS – neuronální syntáza oxidu dusnatého 

Nogo – neurite outgrowth inhibitor (zástupce MAI) 

NogoR – Nogo receptor, alternativní označení pro NgR1 

Nogo-66 – aminokyselinová sekvence proteinu Nogo nebo příslušný peptidový fragment, 
ligand NgR1 a PirB receptorů 

NR1 – podjednotka NMDA glutamátového receptoru 

NR2A – podjednotka NMDA glutamátového receptoru 

NR2B – podjednotka NMDA glutamátového receptoru 

NVHL – neonatální léze ventrálního hipokampu (neonatal ventral hippocampal lesion) 

OMgp – oligodendrocyte myelin glycoprotein (zástupce MAI) 

p75 – protein, člen rodiny neurotrofinových receptorů, člen receptorového komplexu NgR1 

pCREB – signální protein (phosphorylated cAMP response element binding protein) 
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PFC – prefrontální kůra (prefrontal cortex) 

PirB – receptor pro Nogo-A a další MAI u myši (paired immunoglobulin-like receptor B), 
ortolog lidského LILRB2 

PNS – periferní nervová soustava 

PPI – prepulsní inhibice úlekové reakce 

Rac1 – G-protein z rodiny Rho (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) 

RGM – signální protein (repulsive guidance molecule), inhibitor axonálního růstu 

RHD – retikulonová homologní doména 

Rho – rodina signálních G-proteinů nebo některý z jejích členů 

RNA – ribonukleová kyselina 

RNAi – RNA interference 

ROCK – kináza asociovaná s proteiny Rho (Rho-associated coiled-coil containing protein 
kinase) 

RTN – retikulon (člen retikulonové rodiny proteinů) 

RTN-XS – Nogo-B 

RTNL – geny příbuzné retikulonům, vyskytující se u bezobratlých (recticulon-like genes) 

S1PR2 – serpentinový receptor, jeden z receptorů pro Amino-Nogo (sphingosine 1-phosphate 
receptor 2) 

siRNA – short interfering RNA nebo silencing RNA 

SNP – single-nucleotide polymorphism 

SOD1 – superoxid dismutáza 1 

TAJ/TROY – protein z nadrodiny receptorů pro TNF, člen receptorového komplexu NgR1 

WWP1 – ubiquitinová ligáza kódovaná genem WWP1 
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1. PŘEDMLUVA 
Tato disertační práce se věnuje výsledkům behaviorální charakterizace transgenních 

potkanů se sníženou expresí (knockdown) proteinu Nogo-A. Tento transgenní model byl 

vytvořen v laboratořích v Německu a Švýcarsku (týmy prof. Schwaba a prof. Bartsche), 

a na jeho podrobnějším zkoumání zejména s ohledem na kognitivní funkce se v rámci 

mezinárodní spolupráce podílela i Laboratoř Neurofyziologie paměti, kde v letech 2010 – 

2013 proběhly experimenty popsané na stránkách této práce. 

Genové manipulace na potkaním modelu jsou stále ještě poměrně obtížným úkonem, 

například ve srovnání s rutinní přípravou transgenních myší, na druhé straně je ale potkan 

jako větší živočich s pestřejším repertoárem chování mnohem vhodnějším neurovědním 

modelem než laboratorní myš. Není vůbec náhoda, že jako cíl jednoho z prvních zásahů 

do genové exprese u potkana byla vybrána právě molekula Nogo-A. V uplynulých dvou 

desetiletích se totiž ukázalo, že tento proteinový produkt významně zasahuje do fungování 

centrální nervové soustavy obratlovců, pomáhá regulovat její fungování od embryonálního 

vývoje přes dospělost až po stárnutí, a projevy změn v jeho expresi lze pozorovat na úrovni 

buněk, tkání i celého organismu. Hraje roli v celé řadě chorobných stavů – původně byl 

popsán coby inhibitor regenerace po traumatickém poškození, nyní je však známa 

či se důvodně předpokládá jeho významná úloha v patologii některých degenerativních 

onemocnění či duševních poruch neurovývojového původu.  

Poznání funkce molekuly s takto dalekosáhlými vlivy je zajisté kriticky důležité pro 

pochopení funkce mozku a léčbu celé řady jeho poruch, zároveň však jde o záležitost velmi 

nesnadnou. Ačkoli molekula Nogo-A je zkoumána již mnoho let a výsledkem tohoto 

výzkumu je řada zajímavých poznatků, z nichž některé se snad již brzy promítnou 

i do klinické praxe, zůstává zde překvapivě široká paleta nezodpovězených otázek a potenciál 

k otevření celých nových směrů výzkumu. 

Předkládaná práce se věnuje především jednomu z mnoha aspektů fungování proteinu 

Nogo-A v organismu – jeho významu pro kognitivní funkce a možné souvislosti s duševními 

poruchami.  
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2. TEORETICKÝ ÚVOD DO PROBLEMATIKY 

2.1. Protein Nogo 

2.1.1. Objev a význam proteinů Nogo 

Již řadu desetiletí je známo, že centrální nervový systém lidí a ostatních savců –  

na rozdíl od některých jiných orgánů a orgánových soustav, včetně periferních nervů – 

vykazuje jen minimální schopnost regenerace. Obzvláště závažným problémem je 

neschopnost obnovy poškozených axonů mozku a míchy (Ramón y Cajal, 1928). Právě proto 

je poškození způsobené úrazy CNS nebo neurodegenerativními onemocněními zpravidla 

ireverzibilní. 

Tento stav přitom není podmíněn vlastnostmi samotných nervových buněk, 

ani nedostatkem růstových faktorů, nýbrž je vyvolán inhibičními molekulami typickými pro 

mozek a míchu.  

U poškozených neuronů v CNS dochází k pučení nových axonů, za normálních 

podmínek však nedojde k jejich elongaci (nonpermisivní prostředí). V prostředí štěpu 

pocházejícího z periferního nervu (permisivní prostředí) jsou ovšem i axony centrálních 

neuronů schopny normálního růstu (David a Aguayo, 1981, Richardson a kol., 1980). 

Nonpermisivní charakter prostředí CNS je dán působením inhibičních proteinů, 

produkovaných především gliemi (oligodendrocyty), které regeneraci axonů aktivně brání 

a způsobují degradaci růstového kužele (Schwab a Thoenen, 1985). Pokud je jejich činnost 

potlačena, schopnost růstu nervových vláken a funkční obnovy poškozené tkáně se výrazně 

zvyšuje. To samozřejmě otevírá potenciální cestu k regenerativní léčbě poškození míchy, 

úrazů mozku nebo následků mozkové mrtvice. 

Již v 80. letech bylo zjištěno, že nejvýznamnější skupina těchto inhibitorů je 

exprimována v myelinových pochvách oligodendrocytů (MAI, myelin-associated inhibitors). 

Inhibitory byly identifikovány jako integrální membránové proteiny (Caroni a Schwab, 

1988a). Již v této fázi výzkumu byly připraveny monoklonální protilátky proti těmto 

molekulám, obzvláště významná byla protilátka IN-1, jejíž cíl dostal provizorní označení  

NI-250. Caroni a Schwab (1988b) jako první zaznamenali, že blokace inhibitorů pomocí 

těchto protilátek zlepšuje růstový potenciál axonů v jinak nonpermisivním prostředí CNS, 

Schnell a Schwab (1990) pak totéž demonstrovali také in vivo. Teprve o deset let později byla 

cílová molekula protilátky IN-1 (NI-250) identifikována a popsána jako Nogo-A 
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(Chen a kol., 2000), člen retikulonové (RTN) rodiny proteinů (GrandPré a kol., 2000), a její 

homolog byl popsán i u člověka (Prijnha a kol., 2000). 

Protein Nogo-A se stal prvním dobře charakterizovaným MAI. Postupně však byly 

objevovány i další podobné molekuly. Ke „klasickým“ MAI se vedle Nogo-A řadí MAG 

(myelin-associated glycoprotein), jenž je ovšem přítomen i v periferním myelinu, a OMgp 

(oligodendrocyte myelin glycoprotein), charakteristický zejména pro okolí Ranvierových 

zářezů. Mezi MAI bývají některými autory řazeny i transmembránový semaforin 4D 

(Sema4D/CD100), ephrin B3, netrin-1, proteoglykany V2 a brevikan (Duffy a kol., 2012,  

Lee a Zheng, 2012, Löw a kol., 2008, Schwab, 2004, Yiu a He, 2006), dále sulfatid (lipidová 

molekula, Winzeler a kol., 2011) a protein RGM (repulsive guidance molecule,  

Hata a kol., 2006). Molekule Nogo-A však stále patří v této skupině výsadní postavení –  

je totiž zdaleka nejlépe prostudovaná a z funkčního hlediska zřejmě i nejdůležitější. 

Některé inhibitory axonálního růstu jsou asociovány s gliovou jizvou, formující se 

v místě poranění CNS. Patří sem semaforin 4D nebo chondroitin sulfát proteoglykany 

(CSPGs) (Bradbury a kol., 2002, Moreau-Fauvarque a kol., 2003, Niederöst a kol., 1999).  

CSPGs (aggrekan, brevikan, neurokan, versikan, fosfakan a NG2) jsou složkami 

extracelulární hmoty a jsou produkovány reaktivními astrocyty (přehled viz Yiu a He, 2006). 

Proteiny Nogo a jejich receptory jsou v současné době předmětem rozsáhlého 

výzkumu, zaměřeného na potlačení jejich normální funkce a obnovu regenerativních 

schopností CNS. Slibné výsledky přinesla například neutralizace Nogo-A prostřednictvím 

specifických protilátek, která vedla k urychlení regenerace a funkčního zotavení CNS 

u experimentálních zvířat (Brosamle a kol. 2000, Liebscher a kol. 2005, Merkler a kol. 2001, 

Schwab, 2004). Experimentální aplikace těchto protilátek prochází klinickým testováním  

i na lidských pacientech (ve spolupráci evropské a severoamerické klinické sítě, firmy 

Novartis a univerzity v Curychu). 

2.1.2. Izoformy proteinu Nogo, jejich struktura a funkční význam jednotlivých domén 

Proteiny Nogo patří do retikulonové (RTN) rodiny proteinů, jejíž členové jsou 

charakterizováni přítomností karboxyterminální evolučně konzervované sekvence 150 – 201 

aminokyselin, označované jako retikulonová homologní doména (RHD; RTN doména  

či Pfam PF02453). Doména je tvořena dvěma hydrofobními úseky oddělenými smyčkou 

66 aminokyselin (Oertle a kol., 2003a), jejichž topologie i funkční význam jsou ovšem zatím 

známy jen málo. Problematika topologického uspořádání retikulonových proteinů je velmi 

komplexní. Hydrofobní sekvence RHD jsou delší než obvyklé transmembránové úseky 
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a jejich délka postačuje ke dvěma průnikům skrz membránu, mohou tedy v různých případech 

buď procházet membránou skrz, anebo zaujmout vlásenkovitou konformaci, kdy jsou 

do membrány zanořeny, ale oba jejich konce vystupují na stejné straně (Yang a Strittmatter, 

2007). Možných membránových topologií díky tomu existuje celá řada (Teng a Tang, 2008, 

viz též obr. 1), a je známo, že i molekuly téhož proteinu mohou v závislosti na lokalizaci 

či jiných faktorech zaujímat různá uspořádání. Dodd a kol. (2005) dokonce uvažují, že RHD 

by mohla (zejména v endoplasmatickém retikulu) utvářet kanál nebo membránový 

transportér. V každém případě RHD ukotvuje protein v membráně a slouží jako signální 

sekvence, navádějící protein do membrán endoplasmatického retikula (Yang a Strittmatter, 

2007). 

N-konce retikulonů jsou v protikladu k RHD velmi variabilní, vykazují minimální 

homologii a plní zřejmě různé specifické funkce (Obr. 2). 

Společným rysem genové rodiny retikulonů je také přítomnost většího množství exonů 

a intronů, dovolující vznik různých genových produktů – izoforem proteinů – prostřednictvím 

alternativního sestřihu nebo použitím alternativních promotorů. U obratlovců obecně 

rozeznáváme geny RTN1 – RTN4, které jsou paralogy vzniklými zmnožením ancestrálního 

genu. Ve všech případech kódují membránové proteiny, vyskytující se hojně v membránách 

endoplasmatického retikula. Podobné geny však najdeme i u bezobratlých, kde se označují 

jako reticulon-like (RTNL) geny (Yang a Strittmatter, 2007). 

 

Ohledně funkčního významu této skupiny proteinů je toho známo překvapivě málo. 

RTN4 neboli Nogo je jediným jejich zástupcem, jehož funkce byla detailněji zkoumána, 

a ani v tomto případě se nedá tvrdit, že bychom rozuměli všem jejím aspektům (Oertle a kol., 

2003a, b, Schwab, 2010). Faktem je, že přinejmenším izoformy RTN1-A, RTN1-C, RTN2-A 

a RTN4-A (Nogo-A) vykazují nejvyšší expresi v nervové tkáni (Oertle a kol., 2003b, 

podrobnější přehled viz také Yan a kol., 2006). DiScala a kol. (2005) popsali změny exprese 

izoforem RTN3 ve vývoji mozečku a zrání granulárních buněk. Laurén a kol. (2007) zjistili  

u RTN2 a RTN3 vazbu na Nogo receptor, což zejména u RTN3, který se hojně vyskytuje 

v bílé hmotě míšní, může být funkčně významné. Je tedy možné, že Nogo-A není jediným 

proteinem této skupiny, který je funkčně asociovaný s CNS a podílí se na regulaci 

neuroplasticity. 
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Yang a Strittmatter (2007) rozdělují zjištěné nebo předpokládané funkce retikulonů  

na tři volně definované oblasti. První z nich zahrnuje funkce asociované s endoplasmatickým 

retikulem, vesikulárním transportem a membránovou morfologií, což odpovídá lokalizaci 

těchto proteinů v endoplasmatickém retikulu. Spadá sem i poněkud kontroverzní úloha 

retikulonů v procesech apoptózy. Druhá úloha, kterou tyto proteiny plní, je typická právě  

pro protein Nogo, a jedná se o úlohu inhibiční signální molekuly typické především pro 

myelinové membrány oligodendrocytů. Konečně třetí oblastí, do níž retikulony významně 

promlouvají, jsou neurodegenerativní choroby. Je třeba říci, že tyto tři oblasti nemusejí 

představovat jasně vymezené kategorie, ale mohou být vzájemně provázány. 

 

Obr. 1 Možné topologie Nogo proteinů na membránách 

Zahrnuty jsou prokázané nebo předpokládané topologie in vivo. Vyznačeny jsou nejvýznamnější domény se 
signální funkcí (Nogo-66 a Nogo-Δ20) a hydrofobní úseky (zanořené v membráně). 

 Podle Teng a Tang, 2008, Yang a Strittmatter, 2007, Schmandke a kol., 2014 

 

Obr. 2 Doménová struktura retikulonů 

Vlevo: retikulonová rodina proteinů. RTN4A, B a C odpovídají proteinům Nogo.  

Vpravo: Detailní schéma primární struktury proteinů Nogo, s vyznačením retikulonové homologní domény (RHD), 
jednotlivých exonů a signálních sekvencí. Hydrofobní úseky jsou vyznačeny tmavošedě. 

Podle GrandPré a kol., 2000, Yang a Strittmatter, 2007 
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Gen nogo (RTN4 či též ASY) vytváří tři různé proteinové produkty – izoformy Nogo 

proteinu, označované Nogo-A (1163 aminokyselin, také označovaný jako RTN4-A nebo  

NI-250, databázové označení AJ242961), Nogo-B (360 aminokyselin, RTN4-B, RTN-XS, 

AJ242962) a Nogo-C (199 aminokyselin, RTN4-C, AJ242963) (Chen a kol., 2000; struktura 

viz obr. 2). Zatímco Nogo-A a Nogo-B jsou produkty alternativního sestřihu stejného 

transkriptu, Nogo-C vzniká použitím alternativního promotoru (Schwab, 2010). 

Všechny sdílejí retikulonovou homologní doménu zahrnující 188 aminokyselin  

na C-konci, s hydrofobními úseky o délce 35 a 36 aminokyselin. Hydrofilní smyčka mezi 

nimi je v tomto případě označovaná jako Nogo-66. Nogo-A a Nogo-B sdílejí společnou  

N-koncovou doménu o délce 172 aminokyselin, kódovanou exony 1 a 2 genu nogo. V případě 

Nogo-A je navíc zahrnuta i prolinem bohatá sekvence 800 aminokyselin kódovaná exonem 3, 

oddělující N-koncovou doménu od sdílené domény na C-konci. Celý N-koncový 

extracelulární řetězec izoformy Nogo-A, zahrnující aminokyseliny 1-979, bývá označován 

jako „amino-Nogo“ (Schwab, 2010). Nogo-C je nejkratší a nejjednodušší izoformou, 

ke sdílené RTN doméně zde nasedá na N-konci jen několik málo aminokyselin. 

Vedle těchto tří dominantních izoforem existuje přinejmenším sedm méně 

významných splicingových variant (Oertle a kol., 2003b). 

 

 To, co bylo řečeno o možnostech různých konformací u retikulonů obecně se týká 

i proteinů Nogo. Pokud jsou jejich izoformy Nogo-A a B lokalizovány na povrchu buňky, 

jejich C-konec je obrácen do cytoplasmy, zatímco úsek Nogo-66 a N-konec jsou exponovány 

v mezibuněčném prostoru a přístupné pro interakce s receptory jiných buněk (Dodd a kol., 

2005, Schwab, 2010; topologie č. 2 na obr. 1), Schmandke a kol. (2014) připouštějí i další 

topologii (č. 5 na obr. 1.). Všechny tři izoformy Nogo, zvláště pokud jsou lokalizovány 

v membránách endo-plasmatického retikula, mohou zaujímat také konformaci s C- i N-konci 

řetězce otočenými do cytoplasmy (Oertle a kol., 2003c, Schwab, 2010, Voeltz a kol., 2006, 

Schmandke a kol., 2014); topologie č. 1, případně i č. 3 na obr. 1). Jaký mají tyto topologické 

změny funkční význam, není dosud známo, bylo navrženo, že v endoplasmatickém retikulu 

by mohly řídit míru zakřivení membrány. Myslitelná je i řada dalších možných konformací, 

které jsou však spíše minoritní nebo nebyly in vivo dosud prokázány. 
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Smyčka Nogo-66 (úsek převážně hydrofilních aminokyselin, zahrnující tři  

alfa-šroubovice a nestrukturované úseky mezi nimi; u potkana jde o aminokyseliny  

1026 – 1091), která je součástí domény RHD, byla prvním úsekem Nogo proteinů, u nějž byla 

zjištěna signalizační funkce. Bylo prokázáno, že tento úsek slouží jako signál inhibující 

axonální růst a způsobující kolaps růstových kuželů (GrandPré a kol., 2000). Příjemcem 

signálu je Nogo receptor (NgR1, NogoR či též Nogo-66 receptor) a dále také nově objevený 

receptor PirB (Schwab, 2010). Význam tohoto úseku jako samostatného signálu ovšem není 

zcela jasný.  

GrandPré a kol. (2000) ukázali, že izoforma Nogo-C, jejíž N-koncový řetězec je 

zanedbatelný (a tedy působí primárně přes Nogo-66), způsobuje kolaps růstových kuželů 

in vitro a Kim a kol. (2003a) ověřili, že dokáže tlumit axonální růst in vivo. Ovšem Oertle 

a kol. (2003c) nenalezli žádnou inhibiční aktivitu Nogo-C v experimentech na buněčných 

kulturách.  

Smyčka Nogo-66 je dále ligandem i pro protein Caspr (contactin-associated protein), 

zprostředkující lokalizaci draslíkových kanálů na paranodálních úsecích axonu (Nie a kol., 

2003).  

Málo prozkoumanou otázkou je, zda inhibici axonálního růstu mohou 

zprostředkovávat také hydrofilní smyčky RHD domény jiných retikulonů, vykazující vysokou 

sekvenční homologii s Nogo-66. GrandPré a kol. (2000) nenašli u těchto fragmentů žádný 

efekt na růstové kužely neuronů, Yang a Strittmatter (2007) uvádějí, že ani RTN1, u kterého 

je příslušná sekvence nejpodobnější Nogo-66, není ligandem NgR1. Vazba na NgR1 však 

byla překvapivě popsána u poněkud odlišnějších RTN2 a RTN3 (Laurén a kol., 2007). 

 

Doména Nogo-66 ovšem není jediným inhibičním signálem, a patrně není ani tím 

nejdůležitějším. Nogo-66 smyčka je totiž společná všem izoformám Nogo proteinu, a tudíž se 

vyskytuje u všech obratlovců a v mnoha typech buněk. Najdeme ji i v tkáních, které 

představují pro růst axonů permisivní prostředí. Pro nonpermisivní prostředí savčí CNS jsou 

tedy nejspíše důležitější úseky exonu 3 v N-terminální doméně Nogo-A (Oertle a kol., 2003a). 

N-koncová část izoformy Nogo-A (amino-Nogo) je jejím nejdelším a zřejmě i funkčně 

nejvýznamnějším úsekem. Je z největší části nestrukturovaná, což může poukazovat na její 

funkční flexibilitu a schopnost zapojovat se do proteinových komplexů (Yang a Strittmatter, 

2007). Poměrně brzy bylo zjištěno, že má podíl na inhibičních účincích izoformy Nogo-A a 

působí na morfologii cílových buněk (Fournier a kol., 2001, Oertle a kol., 2003a, c). 
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Mechanismy jejího působení však zatím nejsou zcela vysvětleny, a zdá se, že zahrnují jak 

vazbu na známé receptory NgR1 a PirB, tak i mechanismy na nich nezávislé.  

Hu a kol. (2005) popsali sekvenci 24 aminokyselin na C-konci fragmentu amino-Nogo 

(aminokyseliny 995–1018) označovanou jako Nogo-A-24, která se váže na receptor NgR1 

společně s Nogo-66, zvyšuje afinitu této vazby a podporuje aktivaci receptoru. Tatáž 

sekvence je také ligandem pro PirB (Huebner a kol., 2011). 

Úsek Nogo-Δ20, zahrnující aminokyseliny 544–725 (Niederost, 2002, Oertle a kol., 

2003a, 2003c) zajišťuje na NgR1 nezávislou inhibici axonální regenerace. Joset a kol. (2010) 

ukázali, že tento peptid je endocytován neurony mechanismem nezávislým na NgR1, který je 

podle všeho klíčový pro jeho inhibiční působení, Kempf a kol. (2014) pak v navazující studii 

zjistili, že tato signalizace je závislá na receptoru S1PR2 (viz kapitola 2.1.3). 

 

Oertle a kol., (2003c) hledali oblasti Nogo proteinů ovlivňující fibroblasty a neurony 

in vitro. Ukázali, že N-koncová doména společná Nogo A i Nogo-B inhibuje rozšiřování 

fibroblastů (fibroblast spreading) v buněčné kultuře, ale na neurony působí jen slabě.  

Nogo-66 nepůsobí na fibroblasty ani na elongační růst axonů, způsobuje ovšem kolaps 

neuronálních růstových kuželů. Nogo-A specifické úseky působí u neuronů primárně silnou 

inhibici axonálního růstu, ale kolaps růstových kuželů indukují méně účinně. Vedle  

Nogo-Δ20 se ukázal jako významný též úsek, který označili NiR-Δ2 (aminokyseliny 59–172), 

inhibující rozšiřování fibroblastů i axonální růst. Působení Nogo-A i fragmentu Nogo-66 se 

ukázalo jako nezávislé na NgR1.  

Laurén a kol. (2007) popsali sekvenci 39 aminokyselin na C-konci molekuly 

označenou Nogo-C39 (navzdory matoucímu názvu byl tento fragment odvozen z izoformy 

Nogo-A), která se také váže na receptory NgR1 i PirB a je zřejmě funkčně relevantní 

(Huebner a kol., 2011).  

 

Zajímavé je, že aminokyseliny v pozicích 30 – 53 (sekvence společná Nogo-A  

i Nogo-B) mohou představovat nízkoafinní vazebné místo pro vápník (Oertle a kol., 2003b). 

Zda tomu tak skutečně je a zda má tato oblast nějaký funkční význam zatím bohužel není 

známo.  
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2.1.3. Zapojení proteinů Nogo do buněčné signalizace  

Nogo receptor (NgR1 či též Nogo-66 receptor) je prvním popsaným receptorem 

schopným vázat Nogo-A. Patří mezi proteiny s repetitivními úseky bohatými na leucin (LRR) 

a k buněčné membráně je přichycen GPI-kotvou. Vazebnou doménu se již podařilo 

krystalizovat, struktura receptoru je tedy poměrně dobře známá (He a kol., 2003). 

Jak již bylo zmíněno, rozeznává především úsek Nogo-66 společný všem izoformám 

Nogo, afinita vazby je ovšem zvýšena N-terminální částí Nogo-A. Váže ale také jiné 

inhibitory axonálního růstu: MAG (myelin-associated glycoprotein) a OMgp 

(oligodendrocyte myelin glycoprotein), ačkoli MAG je s vyšší afinitou rozeznáván příbuzným 

receptorem NgR2. Překvapivě váže také další potentní inhibitor axonálního růstu, CSPG 

(proteoglykany chondroitin sulfátu, Dickendesher a kol., 2012). Tato „promiskuita“ NgR1  

je překvapující, protože jím rozpoznávané molekuly nevykazují žádnou sekvenční homologii. 

Receptor má tedy zřejmě více specifických vazebných míst pro různé ligandy (He a kol., 

2003). Pozoruhodná je vazba NgR1 na fragmenty β-amyloidu, spojené s Alzheimerovou 

chorobou (Park a kol., 2006a, b). Dalšími identifikovanými vazebnými partnery NgR1 jsou 

FGF (fibroblast growth factor) 1 a 2 (Lee a kol., 2008), a rozpustné proteiny BLyS  

(B-lymphocyte stimulator) a LGI1 (leucine-rich glioma-inactivated protein 1), které rovněž 

regulují růst axonů (přehled viz Schwab, 2010). LGI1 je zajímavý tím, že je to přirozený 

kompetitivní antagonista NgR1, blokující působení MAI (Thomas a kol., 2010). Dalším 

antagonistou NgR1, který je velmi významný v regulaci vývoje čichového traktu, je nedávno 

popsaný protein LOTUS (Sato a kol., 2011). 

Funkce NgR1 je dále regulována jeho fosforylací extracelulární kaseinkinázou 2,  

která inhibuje jeho vazbu na substrát a tlumí tak signalizaci (Takei, 2009). 

Zajímavé je, že NgR1 může být v podmínkách in vivo štěpen zinkovou 

metalloproteázou. Rozpustný N-terminální fragment vzniklý tímto štěpením blokuje přirozený 

ligand Nogo-66, aniž by se zapojoval do signálních komplexů (Walmsley a kol., 2004). 

Příbuzné proteiny NgR2 a NgR3, navzdory svému názvu i strukturní homologii, 

nevážou Nogo-A (Akbik a kol., 2012, Zheng a kol., 2005), NgR2 však může vázat inhibičně 

působící MAG (Lauren a kol., 2007, Venkatesh a kol., 2005) a NgR3 váže CSPG 

(Dickendesher a kol., 2012), což je rovněž spojuje s inhibicí axonálního růstu. NgR1 se 

specificky váže s NgR3, a toto spojení by mohlo mít funkční význam (Zhang a kol., 2011). 

 



 23

NgR1 postrádá transmembránovou doménu, sám o sobě proto nemůže přenášet signál 

do cytoplasmy. Svou roli tedy může plnit jen jako součást většího komplexu koreceptorů. 

Mezi popsané nebo alespoň důvodně předpokládané složky Nogo receptorového komplexu 

patří neurotrofinový receptor p75 (Wang a kol., 2002a) a jemu příbuzný protein TAJ/TROY 

(Park a kol., 2005). S NgR1 asociuje a na jeho funkci se podílí také LINGO1, patřící rovněž 

mezi LRR proteiny. Předpokládá se též role receptoru pro epidermální růstový faktor (EGFR).  

Na dalším přenosu signálu se podílí GEF Kalirin9 (Harrington a kol., 2008), který 

výměnou GDP za GTP aktivuje malou GTPázu Rho-A, jež potom aktivuje kinázu ROCK. 

Posledně jmenovaná pak působí na aktinomyosinová vlákna, čímž přímo vyvolá kolaps 

růstového kužele neuronu (přehled viz Schwab, 2010, Yang a Stritmatter, 2007). Dalšími 

efektorovými proteiny jsou kináza LIMK1 a G-protein Rac1 (Akbik a kol., 2012). Signalizace 

přes NgR1 zahrnuje také změny hladiny intracelulárního vápníku (Bandtlow a kol., 1993) 

a aktivity proteinkinázy B (Wang a kol., 2011a). Celkovým důsledkem signalizace přes  

Nogo-A-NgR1 je modulace dynamiky exoskeletu (zprostředkovaná proteiny Rho a Rac) 

a s tím související kolaps růstových kuželů nebo reorganizace dendritického větvení a trnů 

a další změny neuronální morfologie (Zagrebelsky a kol., 2010).  

 

V roce 2008 popsali Atwal a kol. druhý receptor rozeznávající doménu Nogo-66.  

Je jím protein označovaný u člověka LILRB2 (leukocyte immunoglobulin-like receptor B2), 

jehož myším ortologem je PirB (paired immunoglobulin-like receptor B). Signalizace přes 

PirB zahrnuje, podobně jako v případě NgR1, GTPázy Rho a kinázu ROCK (Wang a kol., 

2012).  

Stejně jako NgR1, i on rozeznává též další MAI, konkrétně MAG a OMgp, třebaže 

původně byl popsán jako receptor pro MHCI (major histocompatibility complex I). 

Představuje tak zajímavý a nečekaný průnik mezi receptory pro MAI a pro molekuly spojené 

spíše s imunitním systémem. Je ovšem pravdou, že také NgR1 byl již nalezen u buněk 

imunitního systému (přehled viz Borrie a kol., 2012). 

Podle výsledků Atwal a kol. (2008) je aktivace PirB potentnějším inhibičním signálem 

pro axony než signalizace přes NgR1, v organismu ale oba receptory působí společně a jsou 

navzájem zastupitelné. Kombinovaná blokáda nebo genetická delece obou proto zvýší 

regenerační schopnost axonů více než odstranění jen jednoho z nich. V téže studii byly ovšem 

nalezeny i důkazy svědčící pro existenci dalších receptorů rozpoznávajících doménu  

Nogo-66, protože i po současném odstranění PirB a NgR1 jeví fragment Nogo-66 určitou 

zbytkovou inhibiční aktivitu vůči rostoucím axonům in vitro.  
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Význam PirB v podmínkách in vivo je ovšem poněkud kontroverzní a patrně je 

omezen jen na specifické oblasti. Huebner a kol. (2011) ukázali, že ačkoli se tento receptor 

váže na různé části molekuly Nogo-A s vysokou afinitou, jeho funkční význam je v případě 

studovaných kortikálních neuronů zcela zanedbatelný, patrně proto, že je v nich exprimován 

v minimálním množství. Akbik a kol. (2012) podávají přehled studií ukazujících, že v mnoha 

relevantních strukturách CNS je tento receptor velmi vzácný, a v kortikospinálním traktu se 

nenalézá vůbec. Zablokování signalizace in vivo sice vede ke zvýšení plasticity v kůře,  

na regeneraci po poranění míchy ovšem vliv nemá. 

 

Obr. 3 Receptory pro Nogo-A, jejich vazebná místa a signální kaskády 

Podle Schwab, 2010, fig1, Schwab a Strittmatter, 2014, Yang a Strittmatter 2007  
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Receptory pro amino-Nogo segment, specifickou část proteinu Nogo-A, zůstávají prozatím 

málo známé, třebaže funkční význam této oblasti byl opakovaně prokázán (viz kapitola 

2.1.2.). K původním kandidátům patřily GPR50, „sirotčí“ receptor ze skupiny GPCR 

(Grunewald a kol., 2009), olfaktomedin, LRP1 a integriny (přehled viz Schwab a Strittmatter, 

2014). Inhibiční funkce amino-Nogo je spojená s narušením integrinové signalizace a inhibicí 

buněčné adheze, přičemž je ovlivněna charakterem mezibuněčné hmoty (Hu a Stritmatter, 

2008). Není dosud ale jasné, zda jde o přímou vazbu na integriny, nebo zda je 

zprostředkována komplexem dalších proteinů (Hu a Strittmatter, 2008). 

Nově bylo zjištěno, že jeden ze signálních úseků amino-Nogo, peptid Nogo-Δ20, 

je ligandem receptoru pro sfingosin-1-fosfát, patřícího mezi GPCR (Kempf a kol., 2014). 

Jedná se o receptor S1PR2 (sphingosine 1-phosphate receptor 2), který má pro Nogo-Δ20 

specifické vazebné místo, odlišné od vazebné kapsy pro sfingosin-1-fosfát. Signál je dále 

předáván na G-protein G13, protein LARG a GTPázu Rho-A, která je aktivována také 

receptory NgR1 a PirB, a představuje tak společný prvek, kde se sbíhá signalizace přes 

všechny známé receptory pro Nogo-A. 

Vazba Nogo-Δ20 na S1PR2 vede k jeho endocytóze. Již starší práce (Joset a kol., 

2010) ukázaly, že Nogo-Δ20 je endocytován axony mechanismem nezávislým na NgR1. 

Ve fyziologických podmínkách je patrně takto endocytován celý protein Nogo-A, nebo jeho 

proteázou odštěpený amino-Nogo řetězec. Endozómy obsahující Nogo-Δ20 („signalozómy“) 

mohou být retrográdně transportovány do somatu, a představují signál, jímž Nogo-Δ20 

zprostředkuje kolaps růstového kužele neuronu. Signalizace zahrnuje aktivaci GTPázy Rho 

a zvýšení hladiny pCREB (Joset a kol., 2010). Důsledkem signalizace je destabilizace 

neuronálního cytoskeletu (Niederost a kol., 2002). 

Odlišné úseky Nogo-A tedy působí odlišnými mechanismy (přehled viz Pernet  

a Schwab, 2012). 

Taketomi a kol. (2002) poukázali na možnost asociace či vazby mezi Nogo-A 

a cytoskeletárním tubulinem v axonech, která by mohla funkčně souviset s dozráváním 

myelinu. Quin a kol. (2008) popsali interakci mezi Nogo-A a E3 ubiquitinovou ligázou 

WWP1. Tato interakce podle nich může regulovat míru ubiquitinylace Nogo-A a tím i jeho 

množství. 
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Pozoruhodná je i schopnost Nogo-A interagovat a vytvářet heterotypické komplexy 

s jinými Nogo izoformami – v tomto případě patrně nejde o obyčejnou agregaci, protože 

molekuly Nogo-A se na sebe vzájemně nevážou (Dodd a kol., 2005). Byla popsána také vazba 

na RTN3 v endoplasmatickém retikulu přes hydrofobní sekvence RHD, s možným významem 

v regulaci apoptózy (Qi a kol., 2003). 

Někteří autoři nevylučují ani možnost, že proteiny Nogo by mohly samy fungovat jako 

receptory (Huber a kol., 2002). Do dnešního dne ale takový mechanismus popsán nebyl. 

 

Specifický receptor byl již objeven pro izoformu Nogo-B. Je označován jako NgBR 

(Miao a kol., 2009, Schwab, 2010) a zprostředkuje remodelaci a morfogenezi cév. Jeho 

ligandem jsou aminokyseliny 1 – 200 extracelulárně exponované N-terminální části Nogo-B 

(Acevedo a kol., 2004). NgBR hraje roli v buněčném transportu cholesterolu (Harrison a kol., 

2009) 

2.1.4. Výskyt a lokalizace izoforem proteinů Nogo 

Výskyt Nogo-A je typický zejména pro bílou hmotu CNS, hlavně pro myelinové 

pochvy oligodendrocytů, kde je lokalizován především na vnitřních (adaxonálních) a vnějších 

(abaxonálních) membránách, vyskytuje se ovšem i v tělech a výběžcích (GrandPré a kol., 

2000, Huber a kol., 2002, Chen a kol., 2000, Wang a kol., 2002b). Tento protein je však 

přítomen i v některých neuronech, zejména v CNS (GrandPré a kol., 2000, Huber a kol., 

2002, Hunt a kol., 2003, Chen a kol., 2000, Josephson a kol., 2001). Jedná se o buňky 

čichového bulbu (Richard a kol., 2005), hipokampální pyramidové buňky a interneurony 

(Huber a kol., 2002, Meier a kol., 2003, Mingorance a kol., 2004, Wang a kol., 2002b), 

některé neurony kortexu, Purkyňovy buňky, spinální motoneurony a buňky zadních kořenů 

míšních (Dodd a kol., 2005, Hunt a kol., 2003). Vyskytuje se též na presynaptických 

elementech nervosvalových plotének (Dodd a kol., 2005). Přechodně se může objevit také 

v reaktivních astrocytech po mozkové lézi (Mingorance a kol., 2004). Mimo CNS se objevuje 

v srdci a varlatech (Huber a kol., 2002, Chen a kol., 2000) a vyvíjejících se, ne však 

dospělých svalech (Josephson a kol., 2001, O’Neill a kol., 2004). 

Nogo-B se sice vyskytuje v CNS, ovšem méně hojně než Nogo-A. Je detekovatelný 

v hipokampálních neuronech (Meier a kol., 2003). Je přítomen i v PNS a mnoha periferních 

tkáních, ne ovšem v kosterních svalech (Huber a kol., 2002, Oertle a kol., 2003b). Důležitá je 

jeho role v cévách, kde se za normálních okolností nalézá v buňkách endotelu a hladkého 

svalu. 
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Nogo-C je v mozku relativně vzácný, v myelinu chybí (Huber a kol., 2002). V jisté 

míře je však zastoupen v některých neuronech CNS, např. Purkyňových buňkách mozečku 

(Dodd a kol., 2005). Je velmi typický pro kosterní svaly, kde v průběhu jejich dozrávání 

nahrazuje Nogo-A. Méně hojný je ve svalu srdečním, vyskytuje se ale i v dalších periferních 

tkáních (Huber a kol., 2002, Chen a kol., 2000).  

Josephson a kol. (2001) ukázali, že ani jedna z izoforem Nogo proteinu se nevyskytuje 

ve Schwannových buňkách periferních nervů, astrocytech ani ependymocytech. 

 

Velmi důležitá je nejenom lokalizace proteinu na úrovni tkání a buněčných typů, 

ale také v rámci jednotlivých buněk. 

Všechny izoformy proteinu Nogo se v buňkách, které je exprimují, nacházejí  

ve velkém množství intracelulárně, v endoplasmatickém retikulu a Golgiho komplexu (Dodd  

a kol., 2005, GrandPré a kol., 2000, Chen a kol., 2000, Oertle a kol., 2003c). Nogo proteiny 

jsou zde navíc dosti specifické pro periferní retikulární endoplasmatické retikulum, 

v jaderném obalu potom zcela chybějí (Voeltz a kol., 2006). Z hlediska mezibuněčné 

signalizace ale hraje roli především jejich výskyt na povrchu buněk. I tam je jejich umístění 

přísně regulováno. Je známo, že se vyskytují v ostrůvkovitých shlucích a jsou vázány  

na membránové mikrodomény (Acevedo a kol., 2004, Dodd a kol., 2005). 

 

Důležitým aspektem funkce Nogo proteinů a jejich receptorů je jejich exprese v reakci 

na poranění a jiná poškození CNS. Starší práce v těchto případech většinou nezaznamenávaly 

žádné výrazné změny. Huber a kol. (2002) tak nenalezli zvýšenou expresi Nogo-A  

ani Nogo-B v místě poranění ani v gliové jizvě. Josephson a kol. (2001) popsali dokonce 

pokles Nogo-A v místě traumatické léze, bez zvýšené exprese v jejím okolí. Další studie 

ovšem zaznamenaly zvýšenou expresi Nogo proteinů v okolí léze míchy (Hunt a kol., 2003, 

Wang a kol., 2002b) nebo po poranění mozku (Meier a kol., 2003), a to jak v neuronech, tak 

i gliích (Mingorance a kol., 2004). Zvýšení exprese Nogo-A se také objevuje v reakci 

na ischémii (Cheatwood a kol., 2008, Jiang a kol., 2009, Wang a kol., 2007, Wang a kol., 

2010a). Toto zvýšení exprese by podle některých autorů mohlo mít neuroprotektivní vliv.  

Exprese Nogo-A je regulována také vazbou na NgR1 – nemožnost vazby na receptor 

vede k poklesu exprese Nogo-A (Peng a kol., 2011). 
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Receptor NgR1 je v mozku přítomen výhradně v neuronech, a to prakticky ve všech 

oblastech (Fournier a kol., 2001, Wang a kol., 2002b). Totéž platí i o ostatních izoformách 

NgR, přičemž NgR1 a 2 jsou charakteristické pro axony a jejich růstové kužely. NgR ale 

najdeme i v buňkách imunitního systému (Borrie a kol., 2012). 

V rámci buňky nalezneme NgR1 na axonálních a postsynaptických membránách, 

což dobře odpovídá jeho funkci v regulaci axonálního růstu a plasticity. V membránách je 

soustředěn v membránových raftech a může dokonce oligomerizovat (Fournier a kol., 2002). 

U myši se objevuje teprve postnatálně, ve věku 15 dnů (přehled viz Akbik a kol., 2012). 

 

Další z receptorů pro Nogo-A, PirB, je v mozku přítomen ve většině oblastí  

a je exprimován hlavně neurony. Syken a kol. (2006) našli u laboratorní myši významné 

množství tohoto receptoru v kortexu, hipokampu, mozečku a čichových bulbech, s lokalizací 

především v místech synaptických kontaktů. Naopak Omoto a kol. (2010) uvádějí,  

že v dospělé CNS (u myší stejné linie) je exprese PirB obecně dosti nízká. Nalezli jej  

v motorických neuronech nucleus ruber a některých motoneuronech v kortexu, v míše ovšem 

detekovatelný nebyl. Zhou a kol. (2010) nalezli v míše dospělých potkanů PirB jen v malém 

množství, ovšem zaznamenali výrazné zvýšení jeho exprese v reakci na poranění. 

2.1.5. Fylogeneze proteinů retikulonové rodiny 

Geny retikulonové rodiny (zahrnující vysoce konzervativní RTN doménu) jsou 

evolučně staré, objevují se ve všech kmenech eukaryot. Lze předpokládat, že jejich původ je 

spjat s evolucí endoplasmatického retikula, čemuž nasvědčuje i jejich absence u prokaryot 

(Oertle a Schwab, 2003, Yang a Stritmatter, 2007). V některých případech došlo k jejich 

zmnožení, u obratlovců se tak již vyskytují čtyři odlišné geny (paralogy) této rodiny, 

u kostnatých ryb je jich dokonce ještě více (Yan a kol., 2006).  

Silná inhibice axonální regenerace v CNS (u savců zprostředkovaná mj. i Nogo-A) je 

mezi obratlovci netypická a objevuje se až u „vyšších“ obratlovců. U ryb, ocasatých 

obojživelníků a larválních stádií žab spatřujeme rozsáhlou schopnost regenerace v CNS, která 

u dospělých žab, plazů, ptáků a savců nemá obdoby (např. plná obnova funkce po přetětí 

optického nervu či páteřní míchy, regenerace částí mozku). Regenerace je přítomna 

i u vyšších obratlovců během embryonálního vývoje, u vačnatců dokonce i po porodu, později 

však mizí (Ferretti a kol., 2003). To potvrzuje představu, že prostředí permisivní pro axonální 

růst je původním stavem, a teprve druhotně se přeměňuje (v průběhu fylogeneze 

i ontogeneze) na nonpermisivní. 
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Gen RTN4 je sice společný všem obratlovcům, neplatí to už ale pro jednotlivé jeho 

izoformy nebo konkrétní domény. RTN4-A například u ryb zcela chybí (Yang a Stritmatter, 

2007), a ostatní jeho produkty se vůbec nepodobají Nogo proteinům vyšších obratlovců, 

s nimiž sdílejí jen konzervovanou retikulonovou doménu (Diekmann a kol., 2005, 

Schweigreiter, 2008). Je zajímavé, že receptory pro Nogo proteiny a jiné MAI se u ryb 

vyskytují, jejich funkční význam a přirozený ligand je však evidentně odlišný než u savců 

(Klinger a kol., 2004a). Experimentálně bylo ověřeno, že ačkoli rybí axony za normálních 

okolností regenerují, při pokusech in vitro jsou odpuzovány savčími oligodendrocyty, 

což poukazuje na to, že schopnost reakce na signály MAI zprostředkované těmito receptory je 

zde již latentně přítomna (Bastmeyer a kol., 1991, Klinger a kol., 2004a). 

Bezocasí obojživelníci jsou první skupinou, kde nalézáme exony 1, 2 a 3 genu nogo, 

a tedy i izoformy Nogo-A a B. V souladu s tím jsou dospělci žab nejprimitivnějšími 

obratlovci, u nichž je CNS pro rostoucí axony nonpermisivním prostředím (Klinger a kol., 

2004b). Oertle a kol. (2003a) předpokládají, že exon 3, obsahující oblasti se silnou inhibiční 

aktivitou, se ve fylogenezi objevil před zhruba 350 miliony let v souvislosti s evolučními 

změnami při výstupu obratlovců na souš (Oertle a kol., 2003a, b). 

Je velmi pravděpodobné, že drastické omezení plasticity dospělé CNS v evoluci 

obratlovců nebylo samoúčelné, ale že bylo nějakým způsobem svázáno s funkčním rozvojem 

mozku. Přítomnost inhibičních proteinů vázaných na myelin má tedy zřejmě klíčový, 

byť zatím plně nedoceněný význam ve vývoji a funkci nervové soustavy vyšších obratlovců. 

Tato skutečnost musí být samozřejmě brána v úvahu při využití blokády Nogo-A 

k terapeutickým účelům, popřípadě studiu neurovývojových poruch spojených s mutacemi 

Nogo-A. 
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2.2. Funkce proteinu Nogo‐A 

2.2.1. Nogo-A jako inhibitor axonálního růstu a regenerace 

Nogo-A funguje jako inhibitor regenerativního růstu axonů a strukturní plasticity 

v poškozené zralé CNS (Schwab, 2004, Yiu a He, 2006). Interakcí se specifickými receptory 

na membráně axonů, prostřednictvím signalizace přes GTPázu Rho a kinázu ROCK, iniciuje 

kaskádu vedoucí k inhibici axonální regenerace (GrandPré a kol., 2000, Chen a kol., 2000, 

Prinjha a kol., 2000).  

 

Interakce mezi NgR1 a jeho ligandy, zejména Nogo-66, způsobuje především akutní 

kolaps růstových kuželů (Chivatakarn a kol., 2007, Kim a kol., 2004), chronickou inhibici 

axonálního růstu v přítomnosti MAI ovšem zřejmě zprostředkovávají jiné receptory 

(Chivatakarn a kol., 2007, Zheng a kol., 2005), vážící amino-Nogo a zprostředkující jeho 

endocytózu a transport do somatu (Joset a kol., 2010, přehled viz Pernet a Schwab, 2012). 

I v modelu s delecí receptoru NgR1 zůstává zachována inhibice axonálního růstu 

zprostředkovaná amino-Nogo (Kim a kol., 2004). Zodpovědný je pravděpodobně nově 

identifikovaný receptor S1PR2 (Kempf a kol., 2014), který se svými vlastnostmi shoduje 

s očekávaným receptorem pro amino-Nogo, ačkoli nemusí být jediným svého druhu. 

 

Co se akutních inaktivací signalizace zprostředkované Nogo-A týče, byly ověřeny 

různé experimentální přístupy. Historické prvenství má blokáda Nogo-A specifickými 

protilátkami. Obzvláště široce byla používána protilátka IN-1, objevená poměrně dlouho před 

tím, než byla popsána a pojmenována molekula Nogo-A, a dnes je o ní známo, že jejím 

epitopem je doména amino-Nogo (Caroni a Schwab, 1988b, Bregman a kol., 1995, Brösamle 

a kol., 2000, Fiedler a kol., 2002, Chen a kol., 2000, Schnell a Schwab, 1990). Kromě pasivní 

imunizace podáním cizorodé protilátky byly získány zajímavé výsledky i s aktivní imunizací 

zvířat aplikací Nogo-A nebo peptidy z něj odvozenými (Hauben a kol., 2001, Huang a kol., 

1999, Merkler a kol., 2003). 

Další osvědčenou metodou je použití syntetického peptidu NEP1-40 odvozeného 

z proteinu Nogo, blokujícího receptor NgR1 obsazením specifického vazebného místa pro 

ligand Nogo-66 (GrandPré a kol., 2002). Peptid je účinný i při systémovém (subkutánním) 

podání (Li a Strittmatter, 2003). Fournier a kol. (2002) vyvinuli rozpustný fragment NgR1 

zbavený signální domény (označovaný jako decoy receptor), který obsazuje vazebná místa 

pro buněčný NgR1 (na všech jeho ligandech) a brání tak jeho aktivaci. Analogicky fungují 
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také fúzní proteiny odvozené z NgR1 (Li a kol., 2004). Účinný je také antagonismus 

koreceptoru LINGO-1 (Ji a kol., 2006).  

Jako efektivní přístup se ukazuje i blokáda členů signálních kaskád napojených 

na NgR1, například potlačením funkce GTPázy Rho prostřednictvím klostridiové 

C3 transferázy (Lehmann a kol., 1999) a jejích derivátů (Lord-Fontaine a kol., 2008), 

nebo inhibicí kinázy ROCK pomocí specifického blokátoru Y-27632 (Fournier a kol., 2003). 

Navázání protilátky na Nogo-A, kromě toho, že může fyzicky blokovat místo 

rozpoznávané receptory, vede také k internalizaci a snížení exprese molekuly Nogo-A 

(Weinmann a kol., 1998). Exprese Nogo-A je ovšem snížena i po podání peptidu NEP1-40, 

blokujícího NgR1 (Wang a kol., 2007), nebo obecně kdykoli je zamezeno jeho vazbě 

na NgR1 (Peng a kol., 2011). 

 

Tyto postupy, vyvinuté obvykle in vitro na buněčných kulturách, byly aplikovány také 

in vivo. Obzvláště pozoruhodné jsou výsledky získané u zvířat s lézemi páteřní míchy, 

kde v řadě případů došlo nejen ke zlepšení regenerace axonů, ale také k zásadní obnově 

hybnosti (Bregman a kol., 1995, Brösamle a kol., 2000, Fournier a kol., 2003, Li a kol., 2004, 

Liebscher a kol., 2005, Merkler a kol., 2001, Schnell a Schwab, 1990, Thallmair a kol., 1998). 

Tyto výsledky byly ověřeny i u primátů (Beaud a kol., 2008, Fouad a kol., 2004,  

Freund a kol., 2006, 2009). Povzbudivě působí také fakt, že zvýšení regenerativních 

schopností není provázeno známkami nežádoucích neurologických stavů, jako je spasticita 

nebo patologická bolest (Freund a kol., 2006, Liebscher a kol., 2005, Lord-Fontaine a kol., 

2008). Je však nutné zmínit také existenci studií, které vliv blokády nezaznamenaly  

(Steward a kol., 2008). 

Aplikace protilátek vede k funkční obnově i v modelech mozkové mrtvice (Gilliani 

a kol., 2010, Papadopoulos a kol., 2002, Seymour a kol., 2005, Tsai a kol., 2011, Wiessner  

a kol., 2003), a zlepšuje také dorůstání axonů po poškození hipokampu kainátovou lézí 

(Mingorance a kol., 2004). 

 

Není tedy divu, že blokáda inhibice zprostředkované Nogo-A se stala také předmětem 

klinických studií na lidských pacientech s poraněním míchy. V roce 2006 byla zahájena první 

fáze klinického testování protilátky proti Nogo-A (ATI-355; Novartis. 

ClincalTrials.gov:NCT00406016), dokončená v roce 2011. Protilátka byla podávána 

kontinuální intrathekální infuzí pacientům s úplnou či neúplnou míšní lézí, a prozatím se zdá, 

že je bezpečná a organismem dobře tolerovaná (Hawryluk a kol., 2008,  
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Zörner a Schwab, 2010, Schmandke a kol., 2014). Další skupinou látek s terapeutickým 

potenciálem jsou inhibitory GTPázy Rho. Experimentálně je používána C3 transferáza, toxin 

bakterie Clostridium botulinum. Pro zlepšení průniku do buňky je používána její 

rekombinantní verze doplněná o signální sekvenci. Fúzní protein je označován jako BA-210, 

a stal se základem přípravku Cethrin (BioAxone Biosciences), který již prošel první a druhou 

fází klinických testů. Aplikuje se na povrch tvrdé pleny míšní během chirurgického zákroku, 

aktivní složka se pomalu uvolňuje a difunduje na místo léze, což by mělo odstranit problémy 

spojené s intrathekálním podáváním. Podle předběžných výsledků se jeví jako bezpečný  

a skutečně vede ke zlepšení hybnosti pacientů (Fehlings a kol., 2011, Hawryluk a kol., 2008, 

McKerracher a Anderson, 2013).  

 

Systém inhibitorů axonálního růstu a jejich receptorů je mimořádně komplikovaný. 

Kvantitativní a kvalitativní vliv jednotlivých molekul na konečný výsledek, tj. inhibici 

axonálního růstu a regenerace, vychází velmi odlišně mezi jednotlivými studiemi. Zatímco 

akutní inaktivace jednotlivých receptorů nebo některých jejich ligandů (zejména Nogo-A) 

vedou zpravidla (ne však vždy) k poměrně spolehlivé obnově axonální regenerace,  

u transgenních modelů jsou výsledky velmi špatně reprodukovatelné, a to zejména in vivo  

(viz následující kapitola). 

Zdá se, že spíše než metodická selhání je příčinou právě složitost zkoumaného 

problému, protože provázaný systém receptorů a ligandů může na zdánlivě stejný zásah 

reagovat za různých okolností odlišně, zejména v závislosti na použitém zvířecím modelu 

nebo typu zkoumaných neuronů (viz níže). 

Inhibice axonálního růstu přitom není zdaleka tím jediným, co je třeba brát v úvahu. 

Do hry dále vstupuje také vlastní růstový potenciál neuronů, který je někdy zcela opomíjený, 

ve skutečnosti však zásadní (Park a kol., 2008). Při poranění je významná i neuroprotekce –  

v některých případech zásahy mající za cíl zvýšení regenerativních schopností zároveň 

zvyšují náchylnost neuronů k apoptóze či nekróze (viz kapitola 2.2.4.1 a 2.2.4.2). 

2.2.1.1. Delece genu nogo a axonální regenerace 

Klasickým přístupem pro studium funkce genů a jejich produktů je v moderní 

biomedicíně využití geneticky modifikovaných zvířat, a to zejména takových, u nichž je 

studovaný gen buď zcela odstraněn, nebo trvale inaktivován. Není tedy divu, že transgenní 

modely byly použity také při studiu proteinů Nogo a jejich receptorů. 
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V tomto případě se však ukázala některá omezení tohoto přístupu. Zatímco akutní 

inhibice signální dráhy spojené s Nogo přináší relativně dobře reprodukovatelné výsledky, 

genetické delece vedly k nesouhlasným závěrům, kdy i velmi podobná manipulace 

na podobném animálním modelu vedla k diametrálně odlišnému fenotypu, co se axonální 

regenerace týče (přehled viz Lee a Zheng, 2012, Zheng a kol., 2006). 

 

V roce 2003 vyšly v časopise Neuron tři studie různých vědeckých týmů, popisující 

myší modely s vyřazením (knockout) Nogo-A a věnující se především vlivu na regeneraci 

motorických axonů v míše. Simonen a kol. (2003) ze švýcarského Curychu popsali myši se 

selektivním vyřazením Nogo-A. Tyto myši vykazovaly snížené inhibiční působení myelinu  

na axony in vitro, a odpovídající zlepšení regenerace kortikospinálních axonů in vivo, které se 

ale signifikantně nepromítlo do zlepšení motoriky. 

Kim a kol. (2003b), působící na Yaleově universitě v USA, vytvořili dvojitý knockout, 

s delecí izoforem Nogo-A i Nogo-B (dále označen jako alela TRAP). Inhibiční účinky 

myelinu in vitro byly výrazně sníženy, tomu odpovídala rozsáhlá regenerace 

kortikospinálních axonů in vivo a výrazné funkční zlepšení po poranění míchy. Velmi slabá 

reziduální inhibice byla odstraněna blokádou MAG. 

S předešlými dvěma publikacemi je však v ostrém rozporu práce dalšího amerického 

týmu, Zheng a kol. (2003). Zde byly použity myši s knockoutem dvou (A a B, dále označeno 

jako alela ATG) i všech tří Nogo izoforem. In vitro experimenty ukázaly, že myelin 

knockoutovaných zvířat si uchovává inhibiční vlastnosti, i když slabší než normální myelin. 

Regenerace axonů in vivo i zlepšení motorických funkcí po zranění míchy však nebyly 

odlišné od kontrol.  

 

Zjevný rozpor mezi těmito pracemi lze vysvětlit různě, byť uspokojivé řešení této 

otázky nebylo nalezeno dodnes. Příčinou mohou být rozdíly v kritériích axonální regenerace – 

ve skutečnosti jde o různé procesy, např. pučení kolaterál nepoškozených axonů nad i pod 

místem léze, pučení poškozených axonů nezasahující pod lézovanou oblast, nebo skutečné 

regenerativní prorůstání přeťatých axonů pod místo poškození (Woolf, 2003). Pro skutečnou 

obnovu funkce je nutné také vytvoření funkčních synapsí, které je studováno málokdy. Roli 

mohou hrát i artefakty zobrazovacích metod (Steward a kol., 2007) a věk pokusných zvířat 

(Cafferty a kol., 2007). 
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Cafferty a kol. (2007) dále nezávisle porovnávali v rámci jednoho experimentu  

Nogo-A a B mutanty s alelami TRAP a ATG, a jejich křížence. Zjistili, že homozygoti 

nesoucí alelu TRAP mají zvýšenou axonální regeneraci, zatímco genotyp TRAP/ATG 

i ATG/ATG nebyl v tomto ohledu odlišný od kontroly. Poukázali také na to,  

že i u regenerujících mutantních linií je penetrance fenotypu neúplná – regeneruje jen část 

vláken, a to ještě ne u všech jedinců, což ukazuje na komplexnost zkoumané problematiky. 

K dalším faktorům určujícím, zda se regenerativní fenotyp objeví nebo ne, patří typ 

poranění míchy (Cafferty a Strittmatter, 2006), patrně kvůli různému rozsahu astrogliové 

jizvy exprimující CSPG a různému charakteru odlišných nervových drah. 

Práce Dimou a kol. (2006) z pera švýcarského týmu odhalila další možné příčiny 

nesouhlasných výsledků: Transgenní linie vycházely z chimérických zakladatelů, 

a co do genového pozadí se jednalo o nedefinované hybridy dvou kmenů s vysokou 

individuální variabilitou. Přitom mezi myšími kmeny existují přirozené a velmi výrazné 

rozdíly v expresi Nogo-A a B, spontánním regeneračním potenciálu neuronů, vzniku zánětů 

po poranění CNS i tendenci k tvorbě gliové jizvy s CSPG. Vliv genového pozadí na projev 

experimentálních manipulací je proto dramatický. 

Další revizi původního problému provedli Lee a kol. (2009) ze Zhengova týmu. 

Porovnali mutanty s alelou TRAP (Kim a kol., 2003b) a zcela nového trojitého mutanta 

s delecí všech tří izoforem Nogo. V rozporu s výše uvedenými pracemi nenalezli u zvířat 

s alelou TRAP žádné známky regenerace kortikospinálního traktu, ani zlepšení motoriky 

po zranění míchy. Totéž pozorovali i u zvířat zcela bez Nogo proteinu. Rozpor s pracemi 

blokujícími Nogo pomocí protilátek, kde byl proregenerativní efekt zpravidla silný, vysvětlují 

buď jejich akutností, anebo imunitními mechanismy, které snad mohly být aktivovány 

přítomností protilátek, na rozdíl od genové delece. Trojitá delece popsaná v této práci ovšem 

vyvolala zvýšenou neuroplasticitu a pomalejší rozvoj demence v modelu Alzheimerovy 

choroby (Masliah a kol., 2010).  

Následná práce (Lee a kol., 2010) dospěla k závěru, že delece kteréhokoli ze tří 

hlavních MAI (Nogo, MAG a OMgp) zvýší axonální pučení, nikoli však růst na delší 

vzdálenosti. Nedochází ale k vzájemné synergii u vícenásobné delece v jednom organismu, 

ani k projevům funkčního zotavení po různých typech míšních lézí. Cafferty a kol. (2010) 

dospěli s obdobným modelem (delece stejných tří MAI) opět ke zcela opačným závěrům. 

Zjistili, že samotná delece Nogo-A silně oslabí inhibiční vlastnosti myelinu. Trojí delece 

všech MAI potom myelinovou inhibici prakticky eliminuje. Při experimentech in vivo 

(dorzální hemisekce) delece Nogo-A dovolila regeneraci axonů kortiko- i rafespinálního 
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traktu i se zotavením na behaviorální úrovni, trojí souběžná delece pak měla vůbec největší 

dopad. 

 

Regeneraci a plasticitě v mozku (na rozdíl od míchy) se věnuje menší množství prací, 

nicméně závěry zde byly zajímavé. Absence Nogo-A a B, či jen Nogo-A v akutní fázi 

poškození zhoršuje následky traumatického poškození mozku (Marklund a kol., 2009) 

a ischémie s následnou reperfúzí (Kilic a kol., 2010). Škodlivý vliv genových delecí se přitom 

promítal jak do poškození tkáně, tak i funkce na behaviorální úrovni. Zdá se tedy, že Nogo-A 

má neuroprotektivní úlohu, a jeho blokáda či absence v průběhu akutní fáze zranění 

či ischémie může následky spíše zhoršit. Tento mechanismus se může podílet 

na nejednoznačných výsledcích, které byly s konstitutivními delecemi Nogo-A získány 

v modelech poranění míchy (kde by snížené přežívání axonů působilo protichůdně k jejich 

zvýšené regeneraci). Závažné důsledky pro praktickou aplikaci léčebných postupů 

namířených proti signalizaci Nogo-A jsou nasnadě. 

Teng a Tang (2005) argumentují, že systém signalizace přes Nogo-A a NgR1 může 

být ve skutečnosti důležitý pro určité aspekty neuronální regenerace, a jeho úplná delece je 

proto kontraproduktivní. Je možné, že in vivo může docházet k řízené regulaci této 

signalizace. Skutečně jsou známi přirození antagonisté NgR1 (Sato a kol., 2011, Thomas 

a kol., 2010) a také fyziologický vznik peptidů blokujících Nogo-66 (Walmsley a kol., 2004). 

Experimentální anti-NgR1 a anti-Nogo-A terapie dost možná jen napodobuje tyto 

fyziologické mechanismy.  

 

Jeden z hlavních problémů studia signalizace spojené s Nogo-A je ten, že systém má 

spíše podobu sítě než přímočaré kaskády, uplatňují se v něm přinejmenším tři receptory 

(a řada koreceptorů), schopné vázat celou řadu rozmanitých ligandů. Jednotlivé molekuly tedy 

mohou být a podle všeho i jsou do značné míry zastupitelné (viz obr. 3). 

Dále je při konstitutivní deleci určitého genu třeba počítat s kompenzačními změnami 

v expresi ostatních, které skutečně byly v mnoha studiích popsány (Cafferty a Strittmatter, 

2010, Dimou a kol., 2006, Kempf a kol., 2013, Simonen a kol., 2003), což znemožňuje 

přímočaré srovnání s akutní blokádou daného členu signální kaskády.  

V neposlední řadě, situace může být velmi odlišná v závislosti na genetickém pozadí 

modelového organismu (druh, kmen, individuální variabilita) anebo studovaném buněčném 

typu, roli může hrát i věk. Všechny tyto faktory mohou ovlivňovat vlastní regenerační 

potenciál samotných neuronů i jeho citlivost na různé typy signálů. 
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Na metodická úskalí spinálních lézí a hodnocení jejich výsledků poukazují Lee  

a Zheng (2012). U částečných lézí je vždy problém rozlišit axony, které byly přerušeny 

a regenerovaly, od těch, které se při chirurgickém zákroku přerušit nepodařilo. Tato nejistota 

sice u úplných transekcí odpadá, bohužel však v tomto případě bývá regenerace pozorována 

jen zřídka. Zásahy, jako jsou genové inaktivace a podání protilátek, mohou ve skutečnosti 

působit na nepřerušené axony, např. ovlivněním jejich přežívání nebo větvení a pučení 

po provedení léze. Klíčové je tedy odlišení pučení nepoškozených axonů od regenerace těch 

přeťatých – oba tyto jevy se sice podílejí na funkčním zotavení CNS, jsou však rozdílné. 

Zcela nezávisle na nich pak mohou působit změny synaptické síly, rovněž ovlivnitelné 

zablokováním Nogo-A či NgR1. 

2.2.1.2. Inaktivace NgR1, PirB a S1PR2 a axonální regenerace 

Genetické inaktivace receptoru NgR1 představují velmi lákavý terapeutický cíl, 

protože by měly eliminovat či omezit vliv celé řady inhibitorů axonálního pučení a růstu, 

které jeho prostřednictvím působí. Bohužel ani v tomto případě nevedlo použití transgenních 

modelů k jednoznačným odpovědím, a výsledky byly podobně rozporuplné jako v případě 

knockoutů genu nogo.  

Kim a kol. (2004) popsali jako vůbec první vyřazení genu pro NgR1 u myši. Neurony 

těchto myší byly schopny růst v přítomnosti řady inhibitorů (Nogo-66, MAG, OMgp, myelin). 

In vivo po zranění míchy u nich nebyla zjištěna regenerace CST, ovšem rubrospinální 

a rafespinální vlákna dorůstala ve zvýšené míře. Významné bylo i zlepšení motorických 

funkcí po jednostranném i úplném přetětí míchy, srovnatelné s akutními inhibicemi Nogo-A 

či jeho receptoru, navíc beze stop neuropatické bolesti. Autoři zmiňují i další (nepublikované) 

experimenty, jež ukázaly, že popsaný transgenní model vykazuje po úplném přetětí míchy 

výraznější funkční zlepšení než myši s vyřazeným Nogo-A a B, nebo potkani s aplikací 

peptidu NEP1-40. U téže linie myší s vyřazeným NgR1 bylo pozorováno také zlepšené 

zotavení motoriky po mozkové mrtvici (Lee a kol., 2004) a změny v synaptické plasticitě, 

ovlivňující dynamiku paměťových stop (Akbik a kol., 2013). 

Zheng a kol. (2005) u odlišné linie myší s knockoutem NgR1 nenalezli zvýšenou 

regeneraci axonů in vivo ani funkční zlepšení po transekci míchy. Při experimentech in vitro 

neměla absence NgR1 žádný odtlumující efekt, neurony ganglií zadních kořenů míšních 

reagovaly zcela normálně i na izolovaný ligand Nogo-66. Výsledky ukázaly, že vedle NgR1 

existují ještě další receptory detekující Nogo-A. Alespoň v tomto posledním ohledu se závěry 

shodují s Kim a kol. (2004).  
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Wang a kol. (2011b) zkoumali vliv podmíněné genetické delece NgR1 u myší  

po zranění míchy. Důležitá je hlavně skutečnost, že potlačení exprese NgR1 bylo indukováno 

teprve 8 týdnů po zranění. Navzdory chronickému charakteru poškození hybnosti 

a opožděnému zásahu bylo v tomto případě zjištěno funkční zlepšení. Dobrý výsledek 

přinesla i akutní blokáda NgR1 signalizace pomocí fúzního proteinu odvozeného od NgR1. 

Tento výsledek je zajímavý především proto, že protilátkové zásahy proti Nogo-A bývají 

účinné jen během krátkého období (několik dnů nebo nanejvýš jeden týden) po poranění CNS 

(přehled viz Pernet a Schwab, 2012). 

Hanell a kol. (2010) se zaměřili na traumatické poškození mozku u myší s akutní 

inhibicí či genetickou delecí NgR1 (linie popsaná Kim a kol., 2004). Výsledky ukázaly, 

že blokáda NgR1 sice zvyšuje pučení hipokampálních axonů, nikoli však v poraněném 

mozku. Oba způsoby potlačení signalizace přes NgR1 nejenže nevedly ke zlepšené obnově 

kognitivních funkcí, ale dokonce způsobily prohloubení deficitu vyvolaného zraněním. 

Motorické zotavení blokáda NgR1 neovlivnila prakticky vůbec. Tyto výsledky jsou v rozporu 

s pracemi demonstrujícími pozitivní efekt akutní blokády NgR1 či Nogo-A po úrazech 

mozku. Možným vysvětlením je, že v této práci byla aktivita NgR1 potlačena konstitutivně, 

nebo velmi záhy po zranění, nepříznivý výsledek je tedy možné přičíst na vrub potlačení 

neuroprotekce zprostředkované Nogo-A v akutní fázi poškození, která byla demonstrována 

v pracích Marklund a kol. (2009) a Kilic a kol. (2010). 

Dickendesher a kol. (2012) použili zajímavý transgenní model s delecí všech tří 

izoforem NgR. Demonstrovali, že trojí mutanti s vyřazením NgR1, 2 a 3 i dvojití mutanti 

s vyřazením NgR1 a 3 vykazují zvýšenou regeneraci axonů optického nervu. Vyřazení 

kterékoli jedné izoformy pro úspěšnou regeneraci nepostačovalo, což může objasňovat 

dřívější nejednoznačné výsledky získané potlačením pouze izoformy NgR1. 

 

Experimentů s genetickou delecí receptoru PirB je už vzhledem k jeho relativně 

pozdnímu objevu mnohem méně. Atwal a kol. (2008) uvádějí, že zablokování PirB nebo jeho 

genetická delece výrazně (ne však zcela) tlumí myelinovou inhibici axonálního růstu in vitro, 

podle uvedených výsledků je inhibice zprostředkovaná PirB důležitější než v případě NgR1. 

Při současné blokádě PirB a NgR1 je odtlumení skoro úplné. Jistý vliv ligandu Nogo-66 však 

přetrvává, což poukazuje na přítomnost dalších receptorů. 

Omoto a kol. (2010) nepozorovali po vyřazení PirB změny v kortikální plasticitě 

ani chování po poranění mozkové kůry. Nakamura a kol. (2011) nezjistili u myší 

s knockoutem PirB zvýšenou regeneraci axonů ani behaviorální zotavení po hemisekci míchy, 
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kupodivu ani tehdy, když u nich byl zablokován receptor NgR1. Podobně negativní výsledky 

získali Fujita a kol. (2011) po rozdrcení zrakového nervu. 

Adelson a kol. (2012) ukázali, že vyřazení PirB snižuje rozsah poškození a zlepšuje 

zotavení v modelu mozkové mrtvice. Syken a kol. (2006) a Djurisic a kol. (2013) po vyřazení 

PirB nalezli zvýšenou plasticitu okulární dominance a také zvýšení synaptické plasticity 

na úrovni neuronů. 

 

Vliv blokády nebo genové delece nově objeveného receptoru S1PR2 (Kempf a kol., 

2014) nebyl prozatím zkoumán v podmínkách in vivo – jedná se o perspektivní oblast 

pro budoucí výzkum. 

 

Závěrem tohoto přehledu může být, že celý systém zprostředkující inhibici axonálního 

růstu je vysoce redundantní a vyřazení některé jeho složky se vůbec nemusí fenotypově 

projevit, nebo se alespoň neprojeví za všech okolností (jak ukazuje variabilita výsledků mezi 

jednotlivými laboratořemi, nebo dokonce i mezi jedinci v rámci jednoho experimentu). 

Interpretace získaných výsledků je tedy velmi obtížná, ba v mnoha případech bez dalších dat 

nemožná.  

2.2.2. Nogo-A ve vývoji CNS 

Role, kterou Nogo-A (a s ním funkčně spojené receptorové systémy) hraje v inhibici 

axonální regenerace po zranění mozku či míchy, jistě neodráží jeho primární funkci 

v organismu. Jednou z důležitých funkcí systému inhibice axonálního růstu je jeho role 

v regulaci pre- i postnatálního vývoje CNS. Podílí se na procesech tak rozmanitých, jako je 

diferenciace a migrace buněk, tvorba a stabilizace myelinových pochev, a omezení 

neuroplasticity při dozrávání CNS. 

V rané embryogenezi exprese Nogo-A koinciduje se vznikem neurální ploténky 

a diferenciací ektodermálních buněk v neurální prekurzory, a v pozdějších fázích se podílí 

na propojování projekčních neuronů během formování axonů a synaptogeneze. Působení 

Nogo-A ve vývoji mozku (kdy je exprimován hlavně neurony) se zřejmě děje nezávisle  

na receptorech NgR1, které v prenatálním a časném postnatálním vývoji v neuronech 

zpravidla chybějí (Caltharp a kol., 2007, Wang a kol., 2002b).  

V dospělých neuronech je sice Nogo-A někdy přítomen, většinou však v relativně 

malém množství. Naopak ve vyvíjejících se neuronech různých typů spatřujeme rozsáhlou 

expresi Nogo-A (Huber a kol., 2002, Josephson a kol., 2001, Oertle a kol., 2003b,  
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Richard a kol., 2005, Willi a kol., 2010). Signalizace spojená s proteiny Nogo reguluje 

migraci buněk, stejně jako růst, větvení a vzájemnou adhezi rostoucích neuritů v různých 

embryonálních tkáních (Fournier a kol., 2002, Mathis a kol., 2010, Mingorance-Le Meur  

a kol., 2007, Petrinovic a kol., 2010). Nogo-A se podílí také na navádění axonů (Schwab  

a Schnell, 1991, Wang a kol., 2008, Wang a kol., 2010b) a účastní se interakcí mezi axonem 

a oligodendrocyty, vedoucích k formaci myelinové pochvy, jak ukazují abnormality 

v diferenciaci oligodendrocytů a myelinizaci axonů u Nogo-A deficientních myší  

(Chong a kol., 2012, Pernet a kol., 2008). 

 

V nezralé CNS savců obecně spatřujeme vyšší potenciál neuronů k regeneraci 

a plasticitě, navzdory tomu, že Nogo-A tam již přítomen je (Ferretti a kol., 2003,  

Oertle a kol., 2003a).  

Mingorance a kol. (2004) ukázali, že ačkoli je ve vyvíjejícím se hipokampu myších 

embryí Nogo-A přítomen, nepůsobí inhibičně na vyvíjející se neurony, které dosud 

neexprimují NgR1. 

V míše třináctidenních kuřecích embryí se nalézá jak Nogo-A, tak NgR1, 

a ani po zranění nedochází ke snížení jejich exprese, navzdory tomu však k regeneraci dojde. 

Lokalizace těchto proteinů je zde ale odchylná od zralé CNS, protože NgR1 je lokalizován 

na tělech neuronů a Nogo-A v axonech, nikoli v gliových buňkách (O'Neill a kol., 2004). 

Neuronální exprese Nogo-A vyvolaná v dospělosti skutečně může regenerativní potenciál 

neuronu zvýšit (Pernet a kol., 2012). 

Dozrávání CNS, spojené s myelinizací, ovšem schopnost axonálního růstu a plasticity 

obecně značně snižuje. Přinejmenším zčásti za to odpovídá Nogo-A v membránách 

myelinových pochev oligodendrocytů, interagující s NgR1, který se v postnatálním vývoji 

objevuje na axonálních membránách (Mingorance a kol., 2004, Wang a kol., 2002b). Pokud je 

tato signalizace blokována, dochází k obnovení schopnosti regenerace, ale i plasticity  

(viz např. Akbik a kol., 2013). Přechod od neuronů vyvíjející se CNS, které dobře regenerují 

a nejsou inhibovány MAI, k neuronům zralým, které působení MAI podléhají a i jejich vlastní 

regenerativní potenciál je menší, však nelze omezovat jen na interakci Nogo-A-NgR1. Roli 

hrají i vnitřní procesy v neuronu, spojené s poklesem hladiny cAMP a proteinkinázy A, které 

řídí regenerativní potenciál a určují i odpověď neuronu na signály MAI (Cai a kol., 2001). 

Zdá se, že Nogo proteiny hrají důležitou roli v omezení růstu a pučení axonů ve zralé 

CNS, konsolidaci neurálních spojení vytvořených během vývoje a jejich stabilizaci  

(přehled viz Willi a Schwab, 2013, Zagrebelsky a kol., 2010).  
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Proteiny Nogo a jejich receptory, krom toho, že inhibují axonální růst, zasahují také 

do další oblasti významné jak pro vývoj mozku, tak pro regenerativní medicínu, totiž 

do mechanismů diferenciace kmenových buněk. Neurální kmenové buňky v mnoha oblastech 

mozku pre- i postnatálně exprimují NgR1 a Nogo-A. Signály v podobě Nogo-A a MAG 

zvyšují u neurálních kmenových buněk pravděpodobnost diferenciace na astrocyty, a naopak 

potlačují diferenciaci v neurony. Proto pokud je při aplikaci neurálních kmenových buněk 

do poraněné míchy zároveň blokován NgR1, dojde ke zvýšené diferenciaci na neurony 

a funkčnímu zlepšení (přehled viz Borrie a kol., 2012). Signalizace přes Nogo-66 a NgR1 

reguluje neurogenezi v subventrikulární zóně, signál v podobě domény Nogo-Δ20 potom 

nezávisle na NgR1 podporuje migraci neuroblastů do čichového bulbu (Rolando a kol., 2012). 

2.2.3. Nogo-A jako regulátor synaptické plasticity 

Exprese Nogo-A v neuronech, vysoká během vývoje mozku, obyčejně klesá 

po porodu. Pozoruhodnou výjimkou jsou ale neurony těch oblastí mozku, které si  

i v dospělosti uchovávají značnou míru plasticity. Jedná se především o hipokampální 

pyramidové buňky a interneurony (Huber a kol., 2002, Meier a kol., 2003,  

Mingorance a kol., 2004, Wang a kol., 2002b), které mají zároveň i vysokou expresi NgR1 

(Josephson a kol., 2003). Nogo-A se v těchto neuronech objevuje především v místech 

synaptických kontaktů (Aloy a kol., 2006, Lee a kol., 2008, Liu a kol., 2003, Wang a kol., 

2002b). Dnes už je známo, že zde plní roli významného regulátoru synaptické plasticity,  

a společně s dalšími molekulami pomáhá udržovat její optimální míru. Zabraňuje tvorbě 

nadbytečných synapsí, a ty již vytvořené stabilizuje (Delekate a kol., 2011, Zagrebelsky  

a kol., 2010). Nadbytek Nogo-A může vést k destabilizaci či úplnému zániku synapsí (Aloy  

a kol., 2006). V hipokampu se sice vyskytují i ostatní izoformy Nogo (Meier a kol., 2003), 

nejsou ale přítomny na synapsích (Raiker a kol., 2010). 

Synaptická lokalizace byla popsána i v případě NgR1, a je možné, že signalizace 

Nogo-A/NgR1 působí na synapsích obousměrně (Zagrebelsky a kol., 2010). Wills a kol. 

(2012) ukázali význam signalizace přes receptory NgR1, 2 a 3, které omezují počet synapsí 

ve vyvíjejícím se hipokampu. Na synapsích však najdeme také receptor PirB, jenž je rovněž 

významným stabilizátorem neuronálních obvodů (Syken a kol., 2006). 
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Nogo-A a jeho receptory modulují synaptickou plasticitu závislou na aktivaci neuronu, 

jak ukazuje celá řada experimentů.  

Nogo-A v hipokampu potlačuje dlouhodobou potenciaci (LTP) prostřednictvím 

domény Nogo-66 (Raiker a kol., 2010), i nezávislým mechanismem působícím přes doménu 

Nogo-Δ20 a receptor S1PR2 (Kempf a kol., 2014). Zablokování Nogo-A specifickou 

protilátkou, nebo jeho genetická delece, usnadňuje vytvoření LTP a zvyšuje i její sílu, 

přičemž efekt akutní blokády je výraznější (Delekate a kol., 2011). Podobný vliv může mít 

i blokáda či genová delece NgR1 (Delekate a kol., 2011, Lee a kol., 2008,  

přehled viz Schwab, 2010), která rovněž vyvolá posílenou LTP a naopak oslabenou 

dlouhodobou depresi (LTD) v hipokampu. Srovnatelně na procesy LTP a LTD působí delece 

PirB v kortikálních neuronech (Djurisic a kol., 2013), překvapivě však nikoli v hipokampu 

(Raiker a kol., 2010). Blokáda S1PR2 také zvyšuje míru LTP (Kempf a kol., 2014). 

Procesy dlouhodobé potenciace se považují za elektrofyziologický korelát tvorby 

paměťových stop (Whitlock a kol., 2006, přehled viz Stuchlík, 2014), a skutečně nadměrná 

exprese NgR1 může vést k poškození dlouhodobé paměti i na behaviorální úrovni (Karlén  

a kol., 2009).  

Důležité je, že míra inhibice zprostředkovaná NgR1 je sama o sobě závislá na aktivaci 

neuronů, potažmo synapsí. Exprese NgR1 v hipokampálních a kortikálních neuronech 

po podání excitotoxických látek nebo fyzické aktivitě přechodně klesá (Josephson a kol., 

2003, Meier a kol., 2003, Mingorance a kol., 2004, Wills a kol., 2012). Pokles exprese NgR1 

je alespoň in vitro spojen také s poklesem Nogo-A a naopak zvýšenou expresí podjednotek 

glutamátových receptorů (Peng a kol., 2011). Tento mechanismus může být spoluzodpovědný 

za formování paměťových stop, nebo patologickou neuroplasticitu v epilepsii. 

 

Na subcelulární úrovni lze pozorovat, že genová delece NgR1 zvyšuje dynamiku 

vzniku a zániku (obrat) dendritických trnů a axonálních varikosit v somatosenzorické kůře, 

ačkoli nemění jejich celkové množství ani hustotu. U normálních myší je tento typ plasticity 

potlačen ve věku 26 dnů (v souvislosti s dozráním myelinu a zvýšenou přítomností MAI), 

u myší s genovou delecí k tomu ovšem nedojde. Indukcí genové delece v dospělosti lze tuto 

morfologickou plasticitu vyvolat i v jednom roce věku. Velmi pravděpodobně jde přitom 

o efekt signalizace Nogo-A-NgR1, protože blokáda Nogo-A vyvolá podobné změny (Akbik  

a kol., 2013). Pozorovaná plasticita je přitom závislá na senzorických vstupech, signalizace 

přes NgR1 tedy reguluje vliv zkušenosti na neuronální morfologii (Akbik a kol., 2013). 
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PirB je také regulátorem dendritické morfologie v kortikálních buňkách – jeho delece 

zvýší jak početnost, tak stabilitu synaptických trnů, a zvyšuje sílu synapsí (Djurisic a kol., 

2013). 

Nogo-A a NgR1 regulují též morfologii axonů i dendritických stromů hipokampálních 

buněk a zrání místních dendritických trnů (Zagrebelsky a kol., 2010). Při jejich zablokování 

dochází k morfologickým změnám a zachování strukturální plasticity v hipokampu do vyššího 

věku (Zagrebelsky a kol., 2010). 

 

Důležitým modelem dlouhodobé kortikální plasticity je plasticita okulární dominance. 

Ve zrakové kůře savců se vyskytují sloupce, zpracovávající vstupy pocházející vždy 

z jednoho oka. K jejich zformování dochází již během nitroděložního vývoje, ovšem během 

senzitivní periody po porodu zůstávají nadále plastické. Pokud dojde v tomto období 

k senzorické deprivaci nebo dokonce enukleaci jednoho oka, jemu příslušné sloupce se 

začnou zmenšovat na úkor oblastí zpracovávající signály z funkčního oka. V dospělém mozku 

tato forma plasticity mizí. Je pozoruhodné, že plasticita okulární dominance je zachována 

i v dospělosti u zvířat s vyřazeným genem pro NgR1 (McGee a kol., 2005) nebo PirB (Syken 

a kol., 2006, Djurisic a kol., 2013) či po akutní blokádě NgR1 (Luo a kol., 2011). To jasně 

ukazuje, že oba receptory (a jejich ligandy) jsou zásadní pro stabilizaci architektury 

neuronových sítí a omezení plasticity v důsledku vnějších podnětů. Je zajímavé, že podobný 

efekt může mít i zablokování jiných inhibitorů axonálního růstu, například CSPG (Pizzorusso, 

a kol., 2002). Blokáda inhibitorů neuroplasticity by se proto mohla uplatnit v léčbě 

tupozrakosti (Luo a kol., 2011). 

Zablokování Nogo-A povzbuzuje také kompenzační neuroplasticitu po poškození 

CNS. V mnoha případech, např. po míšních lézích, je velmi obtížné od sebe oddělit 

regeneraci (ve smyslu dorůstání poškozených axonů) od neuroplasticity (přizpůsobení 

existujících nervových buněk či axonů novým funkcím). Funkční reorganizaci v mozkové 

kůře po kontralaterální lézi podpořenou podáním protilátky IN-1 popsali Emerick a kol. 

(2003). 

Zablokování funkce Nogo-A může ovšem i bez dalších experimentálních zásahů 

vyvolat abnormální růst axonů v intaktní CNS, například kortikospinálních vláken (Bareyre  

a kol., 2002) nebo u Purkyňových buněk mozečku (Buffo a kol., 2000). 
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V celkovém pohledu se tedy zdá, že Nogo-A, ostatní MAI a s nimi spojené receptory 

pomáhají v dospělé CNS udržovat stabilní anatomické uspořádání a konektivitu a brání 

nežádoucím přestavbám neuronových sítí. Tam, kde je jistá míra plasticity zapotřebí,  

tedy zejména v procesech učení a paměti, dochází k útlumu exprese NgR1 a tím i dočasnému 

odtlumení plasticity.  

2.2.4. Další funkce Nogo proteinů a retikulonů obecně 

2.2.4.1. Apoptóza 

Retikulonové proteiny RTN1-C a RTN4-B (Nogo-B, RTN-XS), lokalizované 

v endoplasmatickém retikulu, se mohou vázat na antiapoptotické proteiny Bcl-2 a Bcl-XS, 

snižovat jejich aktivitu a tím zvyšovat pravděpodobnost apoptózy (Tagami a kol., 2000). 

Naopak vazba mezi RTN3 a Bcl-2 působí antiapoptoticky (Wan a kol., 2007). 

Gen nogo (zejména jeho produkt Nogo-B) může mít proapoptotické účinky 

v rakovinných buňkách, a dokonce selektivně vést k apoptóze rakovinných, ale nikoli 

normálních buněk, a v některých nádorech je jeho exprese přirozeně potlačena. Je proto někdy 

považován za možný tumor-supresorový gen (Li a kol., 2001, Qi a kol., 2003, Watari a 

Yutsudo, 2003). Proapoptotické působení Nogo-B v modelu rakoviny nicméně nepotvrdili 

Oertle a kol. (2003d). 

Uměle zvýšená exprese Nogo-C může indukovat apoptózu u HEK293 buněk (Chen 

a kol., 2006). Naopak zvýšená exprese Nogo-A a B či RTN3 vede k potlačení apoptózy 

a zvýšenému přežívání neuroblastomových buněk (Teng a Tang, 2013). 

Nogo-A je v některých případech ve zvýšené míře exprimován v místě či okolí léze 

CNS (Cheatwood a kol., 2008, Pernet a kol., 2012), a v řadě případů je podezírán z regulace 

apoptózy. Je známo, že GTPáza Rho-A, významný člen signální kaskády spojené s MAI 

a jejich receptory, má pro apoptózu velký význam – její aktivace se zvyšuje až desetinásobně 

po zranění CNS a může vést k buněčné smrti. Zablokování této aktivity naopak chrání buňky 

proti apoptóze (Dubreuil a kol., 2003). Pernet a kol. (2012) však neukázali výrazný vliv 

umlčení či delece Nogo-A na průběh apoptózy po zranění optického nervu, naopak 

pozorovali, že vyšší exprese neuronálního Nogo-A zde (poněkud paradoxně) podporuje 

regeneraci. 
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2.2.4.2. Neuroprotektivní působení 

Existují důkazy, že v podmínkách ischemického nebo oxidativního stresu může  

Nogo-A hrát neuroprotektivní roli (přehled viz Pernet a Schwab, 2012). Blokáda či delece 

Nogo-A v akutní fázi ischemického poškození mozku zhoršuje přežívání neuronů  

(Kilic a kol., 2010). Podobně negativní efekt genové delece Nogo-A lze pozorovat při 

traumatickém poškození mozku (Marklund a kol., 2009). Je třeba nicméně podotknout,  

že v řadě studií takový efekt pozorován nebyl (viz kapitola 2.3.5) 

V buněčné kultuře nezralých kortikálních neuronů vykazuje peptid odvozený  

z amino-Nogo (nesoucí aminokyseliny 290-562 z proteinu Nogo-A) začleněný ve fúzním 

proteinu protektivní účinek proti oxidativnímu poškození peroxidem vodíku, pravděpodobně 

díky interakci s enzymy vychytávajícími volné radikály (Mi a kol., 2012). Umělé snížení 

exprese Nogo-A vede naopak k vyšší citlivosti na volné radikály a zvýšenému odumírání 

buněk. Přitom spontánní exprese Nogo-A v buňkách vystavených oxidativnímu stresu klesá 

(Mi a kol., 2012). Fúzní peptid odvozený z amino-Nogo vykazoval neuroprotektivní účinky 

také v modelech ischémie, jako je kyslíková a glukózová deprivace hipokampálních neuronů 

in vitro, kde zlepšil přežívání neuronů, chránil je před apoptózou a snížil hladiny volných 

radikálů (Guo a kol., 2013a). Podobně také in vivo, v modelu okluze arteria cerebri media, 

došlo po jeho aplikaci k menšímu úbytku neuronů, menší aktivitě volných radikálů, zmenšení 

poškozené oblasti a zlepšení neurobehaviorálního skóre (Guo a kol., 2013b). 

Yang a kol. (2009) zaznamenali protektivní působení Nogo-A v modelu amyotrofické 

laterální sklerózy (podrobněji viz kapitola 2.3.3.). Nogo-A zde mění distribuci protein disulfid 

izomerázy, která pomáhá při skládání (foldingu) proteinů obsahujících disulfidické můstky 

a plní tak úlohu chaperonu.  

Protektivní role není specifická jen pro savčí retikulony. Wakefield a Tear (2006) 

popsali významný pokles délky života u octomilky s delecí genu Rtnl1, jediného 

retikulonového genu, který je u hmyzu přítomen. 

 

Celkově lze říci, že ačkoli přítomnost Nogo proteinů není pro buňku životně důležitá, 

jak ukazují četné práce s genovými delecemi, může se jejich absence negativně projevit 

ve stresových podmínkách. Mechanismem by mohla být změněná reakce endoplasmatického 

retikula na stresové podmínky (Teng a Tang, 2008).  



 45

2.2.4.3. Ostatní funkce nogo proteinů a dalších retikulonů 

Retikulonové proteiny se typicky vyskytují, jak už název napovídá, 

v endoplasmatickém retikulu, zejména jeho periferní, tubulární části. Hrají významnou roli 

v udržování jeho morfologie (Audhya a kol., 2007, Voeltz a kol., 2006), a též při jeho reakci 

na buněčný stres (Teng a Tang, 2008). Důležité jsou i při utváření jaderného obalu (Anderson 

a Hetzer, 2008, Kiseleva a kol., 2007). 

Uvažuje se i o dalších jejich funkcích v procesech, jako je endocytóza (Iwahashi 

a Hamada, 2003), transport váčků a jejich exocytóza (Steiner a kol., 2004, Wakana a kol., 

2005, Yan a kol., 2006), transport proteinů v rámci buňky (Liu a kol., 2008) a translokace 

proteinů přes membránu (Zhao a Jantti, 2009). (Přehled viz Prior a kol., 2010.) 

 

Protein Nogo-B prostřednictvím specifického receptoru NgBR (Miao a kol., 2006, 

Schwab, 2010) zastává významnou funkci v cévách, kde se za normálních okolností nalézá 

v buňkách endotelu a hladkého svalu. Zprostředkuje remodelaci a morfogenezi cév, zejména 

migraci endotelových buněk a vaskulárního hladkého svalstva, a podporuje jejich vzájemnou 

adhezi (Acevedo a kol., 2004). Zajímavá je skutečnost, že genetická delece Nogo-B vyvolává 

patologické změny v regenerujících cévách, zejména expanzi intimy, vedoucí až k cévní 

okluzi (Acevedo a kol., 2004). Yu a kol. (2009) ukázali, že exprese Nogo-B se zvyšuje 

při ischémii a je nezbytný pro obnovu krevního průtoku v ischemizovaných oblastech.  

Navíc podporuje hojení poškozených tkání a motilitu makrofágů. Remodelaci cév ovlivňuje 

také prostřednictvím interakce s receptorem PirB, která infiltraci makrofágů naopak omezuje 

(Kondo a kol., 2013).  

Nogo-B v játrech zvyšuje proliferaci hepatocytů a urychluje regeneraci tkáně  

(Gao a kol., 2013). Bonal a kol. (2013) popsali expresi Nogo-A v β-buňkách pankreatu. 

Zjistili, že genová delece nebo akutní inaktivace Nogo-A vede ke zvýšené sekreci inzulínu 

a poklesu hladiny glukózy, a mohla by být tedy terapeuticky využita u diabetu 2. typu.  
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2.3. Nogo proteiny a další retikulony v patologických procesech 

2.3.1. Retikulony v patologii Alzheimerovy choroby 

Alzheimerova choroba je typická pro osoby v pokročilejším věku, u nichž je 

nejběžnějším druhem demence. Projevuje se rychlým progresivním zhoršováním paměti, 

prostorové navigace a kognitivních schopností obecně, které vede až k rozpadu osobnosti, 

neschopnosti vykonávat i ty nejjednodušší úkony a nakonec ke smrti. V mozcích pacientů se 

objevují amyloidní plaky a neurofibrilární klubíčka, někdy i Lewyho tělíska, a dochází 

k rozsáhlému odumírání neuronů a úbytku synapsí. V blízkosti amyloidních plaků se objevuje 

i aberantní neuroplasticita (axonální pučení), jejíž funkční význam není jasný. 

Choroba byla popsána německým lékařem Aloisem Alzheimerem již v roce 1906, 

dodnes však – navzdory dlouholetému úsilí neurobiologů a velkému objemu získaných dat – 

nevíme téměř nic o jejích příčinách, a její průběh lze i s pomocí nejmodernějších léků toliko 

brzdit, ne však zastavit či zvrátit. V současnosti představuje Alzheimerova demence (AD) 

stále závažnější problém vzhledem ke stárnutí populace vyspělých zemí a tím i stoupajícím 

počtům pacientů. 

 

Hlavním projevem AD je nadměrná produkce a oligomerizace peptidu amyloidu-β 

(Aβ), který toxicky působí na okolní buňky a je schopen dále agregovat a tvořit amyloidní 

plaky. Tyto plaky bývají obklopeny dystrofickými neurity, aktivovanými mikrogliemi 

a reaktivními astrocyty. Podle tzv. amyloidové hypotézy vzniku AD je právě oligomerizace  

a agregace Aβ příčinou ostatních patologických projevů. 

Aβ vzniká z amyloidového prekurzorového proteinu (APP) prostřednictvím enzymu  

β-sekretáza1 neboli BACE1 (beta-amyloid converting enzyme 1), který tak představuje 

důležitý článek v celé patologii AD. BACE1 interaguje s RTN proteiny, které působí snížení 

β-sekretázové aktivity (nejvýrazněji v případě RTN3) a omezují tvorbu Aβ (He a kol., 2004, 

Murayama a kol., 2006, Teng a Tang, 2008). Vazba na BACE1 je patrně zprostředkována  

C-koncem RTN proteinů (Yan a kol., 2006). V myším modelu AD skutečně vede zvýšená 

exprese RTN3 ke sníženému hromadění Aβ v kůře a hipokampu, s výjimkou oblasti CA1 

(Shi a kol., 2009a). Možným mechanismem je sekvestrace navázané BACE1 

v endoplasmatickém retikulu, anebo znemožnění její vazby na APP (přehled viz Prior a kol., 

2010, Yan a kol., 2006).  
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Protektivní efekt RTN proteinů má ale i stinné stránky. Samotný RTN3 u myší s jeho 

zvýšenou expresí agreguje, což vede ke vzniku dystrofických neuritů v hipokampu (zejména 

CA1 oblasti) i k uvolnění jeho inhibičního vlivu na BACE1 (Hu a kol., 2007,  

Shi a kol., 2009a). Agregace RTN3 tak u myšího modelu smazává pozitiva plynoucí 

ze sníženého množství Aβ v mozku. Agregace RTN3 a s ním spojené dystrofické neurity se 

přitom objevují také u pacientů s AD i u intaktních myší ve věku 2 let, přičemž jejich 

přítomnost koreluje s kognitivním úpadkem (Shi a kol., 2009b). Yokota a kol. (2006) naopak 

zjistili celkově sníženou expresi RTN3 ve spánkových lalocích pacientů s AD. 

Zdá se tedy, že retikulonové proteiny tvoří nedílnou součást patologie AD,  

kde hrají roli jak protektivní (potlačování tvorby Aβ), tak i negativní (při agregaci vyvolané 

nadměrnou expresí), a RTN3 představuje jeden z možných terapeutických cílů při léčbě této 

choroby. 

 

Velmi důležitou, ale na výše popsaných mechanismech asi zcela nezávislou, roli zde 

hraje i receptor NgR1 (Park a Strittmatter, 2007). Je známo, že NgR1 (a podobně i NgR2 

a NgR3, Zhou a kol., 2011) může přímo vázat APP i samotný Aβ, blokuje tvorbu Aβ a chrání 

před jeho akumulací (Park a kol., 2006a, b, Park a Strittmatter, 2007). Předpokládá se, 

že mechanismem může být ochrana takto vázaného APP před působením BACE1, tudíž by 

tento mechanismus nijak nesouvisel s Nogo proteiny. Delece genu pro NgR1 na myším 

modelu vede ke zvýšenému hromadění Aβ, jeho ukládání v placích a dystrofii neuronů  

(Park a kol., 2006a). Naopak lze průběh AD na myším modelu zmírnit podáním rozpustného 

fragmentu NgR1 (Park a kol., 2006a). Intracerebroventrikulární a dokonce i subkutánní 

podání solubilizovaného NgR1 (třebaže neprochází hematoencefalickou bariérou) sníží 

hladinu Aβ v mozku a vede k jeho vyplavení do séra a zlepšení prostorové paměti  

(Park a kol., 2006b).  

NgR2 váže APP s ještě vyšší afinitou než NgR1 (Zhou a kol., 2011). Jeho delece 

ovšem působí zcela opačně než v případě NgR1 – v tomto případě se akumulace Aβ delecí 

sníží, místo aby se zvýšila. Předpokládaným mechanismem je v tomto případě změna 

v transportu APP na povrch buněk (Zhou a kol., 2011). 

 

V mozcích pacientů zemřelých na AD je pozorovatelná změněná distribuce Nogo-A 

a NgR1. V pyramidových buňkách hipokampu a neokortexu je pozorovatelná nadměrná 

exprese proteinu Nogo-A (Gil a kol., 2006). Nogo-A se zde ve zvýšené míře objevuje v tělech 

neuronů. NgR1 se přesouvá do neuropilu, zatímco u zdravých osob je převážně 
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v perikaryotickém prostoru (Park a Strittmatter, 2007). Nogo-A (Gil a kol., 2006) i NgR1 

(Park a kol., 2006a) se mohou akumulovat v amyloidních placích. (Přehled viz  

Pernet a Schwab, 2012, Prior a kol., 2010) 

 

Masliah a kol. (2010) ukázali, že v myším modelu AD (exprese mutovaného APP) 

vede genová delece Nogo ke zmírnění kognitivního deficitu v rané a střední fázi onemocnění 

a ochraně synapsí. Odumírání neuronů, glióza a akumulace amyloidu naopak zůstávají 

nezměněny. Pozorovaný účinek zřejmě bezprostředně nesouvisí s výše popsaným působením 

retikulonů a NgR na tvorbu Aβ, ale je spíše spojen s „klasickou“ cestou působení Nogo-A 

jako regulátoru synaptické plasticity a axonálního růstu. Je pravděpodobné, že zvýšená 

plasticita CNS umožňuje částečně kompenzovat ztráty neuronů v průběhu počáteční fáze 

onemocnění. 

2.3.2. Role Nogo-A v kognitivních poruchách spojených se stárnutím 

Také u zvířecích a lidských jedinců bez jasných příznaků AD často dochází k poklesu 

kognitivních funkcí v průběhu stárnutí, který často postihuje hipokampálně závislé funkce 

(deklarativní paměť a učení, prostorová navigace). Příčinou deficitu je spíše ztráta konektivity 

a synaptické plasticity než přímý úbytek neuronů (Burke a Barnes, 2006),  

což lze demonstrovat na biochemické (VanGuilder a Freeman, 2011) i elektrofyziologické 

(Boric a kol., 2008, Tombaugh a kol., 2002) úrovni. 

VanGuilder a kol. (2010, 2011, 2012) demonstrovali, že patologické, ale nikoli zdravé 

stárnutí je doprovázeno snížením exprese proteinů spojených se synaptickou plasticitou, 

a naopak se zvýšenou expresí inhibitorů této plasticity. Možným mechanismem kognitivní 

poruchy ve stáří by tedy byla nadměrná inhibice neuroplasticity. U stárnoucích potkanů lze 

na individuální úrovni vypozorovat jasnou negativní korelaci mezi kognitivními schopnostmi 

v Morrisově vodním bludišti (MWM), tedy hipokampálně závislé úloze (Morris a kol., 1982) 

a množstvím MAI (včetně Nogo-A) a jejich receptorů NgR1 a PirB v hipokampu (VanGuilder 

a kol., 2012, VanGuilder Starkey a kol., 2012). Existuje zde paralela s nadměrnou expresí 

Nogo-A pozorovanou v hipokampálních neuronech pacientů s AD (Gil a kol., 2006). 
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2.3.3. Nogo v amyotrofické laterální skleróze 

Amyotrofická laterální skleróza (ALS) je fatální a nevyléčitelné neurodegenerativní 

poškození postihující motoneurony v míše, mozkovém kmeni i mozkové kůře.  

Je doprovázena slabostí a svalovou atrofií, vedoucí po několika letech od prvních projevů 

k úmrtí v důsledku ochabnutí dýchacích svalů. Část případů je spojena s mutacemi genu 

kódujícího superoxid dismutázu SOD1, což je enzym chránící buňku před oxidativním 

poškozením. 

Na možný význam Nogo proteinů v patologii této choroby upozornili Dupuis a kol. 

(2002). Ukázali, že pacienti trpící ALS i transgenní myši v animálním modelu této choroby 

vykazují abnormálně zvýšenou expresi Nogo-B a ještě ve větší míře Nogo-A v kosterním 

svalu, kde je naopak potlačena exprese typicky svalové izoformy Nogo-C. Tyto změny jsou 

přitom odlišné od projevů denervace, která sice sníží expresi Nogo-C, ale množství Nogo-A 

neovlivní. Poměr Nogo-A ku Nogo-C v biopsiích kosterního svalu by tedy mohl sloužit jako 

citlivý diagnostický marker pro detekci ALS ještě před projevem prvních klinických příznaků 

(Dupuis a kol., 2002, Pradat a kol., 2007). Tuto možnost podporuje i práce Jokic a kol. 

(2005), která ukazuje souvislost mezi obsahem Nogo-A a B ve svalových biopsiích pacientů 

a závažností klinických projevů. Wojcik a kol. (2006) ovšem zjistili, že samotný výskyt 

Nogo-A ve svalech není jako marker dostačující, protože podobné zvýšení se objevuje 

i u jiných typů neuromuskulárních chorob. Také v míše byly v modelu ALS pozorovány 

signifikantně zvýšené hladiny Nogo-A i Nogo-C (Dupuis a kol., 2002). Dalším potenciálním 

markerem ALS je přítomnost solubilních fragmentů Nogo-A v mozkomíšním moku  

(Jurewicz a kol., 2007). 

Jokic a kol. (2006) zjistili, že genetická delece Nogo-A omezila denervaci svalů 

a zvýšila dobu dožití u myšího modelu. Nadměrná exprese Nogo-A ve svalu by podle autorů 

mohla být odpovědná za zánik nervosvalových plotének a v důsledku toho i motorických 

axonů. Yang a kol. (2009) ovšem došli k závěrům zcela opačným. Podle jejich výsledků je 

role Nogo proteinů v ALS neuroprotektivní, kdy zvýšená exprese (u odlišného myšího 

modelu) prodlužuje dobu dožití a naopak. Delece Nogo-A a B vedla i v heterozygotním stavu 

k urychlení průběhu choroby, v homozygotním stavu byly potom následky ještě závažnější. 

Nesoulad s prací Jokic a kol. (2006) vysvětlují tím, že v případě selektivní delece Nogo-A 

dochází ke kompenzačnímu zvýšení exprese Nogo-B, které mohlo být v tomto případě natolik 

výrazné, že zcela zvrátilo fenotypový projev mutace. 
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2.3.4. Nogo a jeho vazební partneři v dalších poruchách CNS 

Roztroušená skleróza je demyelinizační autoimunitní onemocnění, způsobené vznikem 

T-lymfocytů útočících proti oligodendrocytům a myelinu, v pozdějších fázích se zapojují 

i mikroglie, makrofágy a další imunitní buňky. V postižené CNS dochází k zánětlivým 

procesům, vedoucím k demyelinizaci a následnému přerušení axonů, a tím pádem 

k nezvratnému funkčnímu poškození. Je zajímavé, že u pacientů se mohou přirozeně 

objevovat protilátky namířené proti Nogo-A (Reindl a kol., 2003), jejich význam ale není 

jasný a mohl by být protektivní (Yan a kol., 2006). 

Myším modelem roztroušené sklerózy je experimentální autoimunitní 

encefalomyelitida (EAE). V tomto modelu je hladina Nogo-A v akutní fázi nejprve snížená, 

v chronické naopak významně roste (Theotokis a kol., 2012). V EAE bylo demonstrováno,  

že potlačení exprese Nogo-A metodou malých interferujících RNA vedlo ke zmírnění 

symptomů a podpořilo regeneraci axonů a funkční zotavení (Yang a kol., 2010). K potlačení 

Nogo-A závislé signalizace v EAE byla použita také aktivní imunizace peptidy odvozenými  

z Nogo-A, pasivní imunizace podáním monoklonálních protilátek proti Nogo-A, a také  

(na myším modelu) úplná delece všech izoforem Nogo. Všechny způsoby potlačení 

signalizace přes Nogo-A vedou ke zmírnění klinických projevů, demyelinizace a ztráty axonů, 

aniž by přitom došlo ke zhoršení zánětlivých procesů – ty byly naopak zmírněny  

(Fontoura a kol., 2004, Karnezis a kol., 2004, Yan a kol., 2006). Také zablokování LINGO-1 

(jeden z koreceptorů NgR1) vede ke zlepšení příznaků v animálních modelech roztroušené 

sklerózy, kde podporuje diferenciaci oligodendrocytů a remyelinizaci (Mi a kol., 2007). 

V patologii roztroušené sklerózy by mohl hrát roli též další z ligandů NgR1, a to BLyS,  

který je u pacientů produkován aktivovanými astrocyty (Krumbholz a kol., 2005). 

Signalizace přes Nogo-A se může uplatňovat i u Parkinsonovy choroby. Inoue a kol. 

(2007) zjistili zvýšenou expresi LINGO-1 (koreceptor NgR1) v substantia nigra u pacientů 

s Parkinsonovou chorobou i jejích animálních modelech. Genová delece nebo akutní blokáda 

LINGO-1 vedla ke zvýšenému přežívání neuronů. 

Retikulony jsou také podezřívány z možné role v hereditární spastické paraplegii. 

Častou příčinou této choroby jsou mutace spastinu, proteinu, jehož vazebnými partnery jsou 

právě retikulony (Mannan a kol., 2006).  

Zvýšená exprese hipokampálního Nogo-A se projevuje u lidských pacientů 

s epileptickými ložisky ve spánkovém laloku, může se zde podílet na regulaci patologické 

neuroplasticity a předcházet degeneraci neuronů (Bandtlow a kol., 2004).  
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Yan a kol. (2006) navrhují hypotézu, že retikulony mají primárně význam 

v intracelulárním transportu proteinů a fungování endoplasmatického retikula. Při narušení 

jejich funkce dochází k patologickým změnám v lokalizaci či expresi řady jiných proteinů, 

což může být společným podkladem různých neurodegenerativních poruch, jako je AD,  

ALS a jiné. 

2.3.5. Nogo proteiny a jejich vazební partneři v mrtvici a jejích modelech 

Podpora neuroplasticity je velmi důležitá v terapii mozkové mrtvice. Celá řada prací 

ukázala, že blokáda Nogo-A či jeho receptorů vede ke zlepšenému funkčnímu zotavení 

po mrtvici.  

V modelu mrtvice, vyvolané trvalou okluzí arteria cerebri media (MCAO),  

lze vyvolat kompenzační neuroplasticitu (zejména v kontralaterálních oblastech kortexu), 

vedoucí ke zlepšení motorických dovedností, akutní blokádou Nogo-A pomocí specifických 

protilátek (Markus a kol., 2005, Papadopoulos a kol., 2002, Seymour a kol., 2005, Tsai a kol., 

2011, Wiessner a kol., 2003) či fragmentem NgR1 (Lee a kol., 2004). Akutní blokáda byla 

účinná také u fototrombotického modelu mrtvice (Lee a kol., 2004, Wiessner a kol., 2003). 

Po MCAO provedené u starých potkanů (18 měsíců) měla protilátka proti Nogo-A významný 

efekt i na zlepšení dlouhodobé paměti ve vodním bludišti v úloze zaměřené na dlouhodobou 

paměť (Gillani a kol., 2010). Tyto zákroky většinou neovlivnily velikost poškozené oblasti. 

Wang a kol. (2010a) ukázali, že v jádrech talamu akutní blokáda NgR1  

(podání peptidu NEP1-40) po MCAO jednak potlačí expresi Nogo-A v oligodendrocytech, 

jednak sníží poškození neuronů v podmínkách ischémie a podpoří axonální regeneraci. Také 

umlčení (knockdown) NgR1 metodou RNA interference zlepší axonální regeneraci a funkční 

zotavení po MCAO, i když neovlivní velikost infarktu. 

Také genové delece byly v modelech mrtvice vyzkoušeny. Lee a kol. (2004) zjistili 

výrazné zlepšení motorických funkcí po fototrombotické lézi u potkanů s vyřazením Nogo-A 

a B, anebo delecí NgR1. Adelson a kol. (2012) zjistili menší rozsah infarktu a výraznější 

funkční zotavení u myší s delecí PirB po MCAO.  

U jinak intaktních zvířat lze po mrtvici nebo mozkové ischémii pozorovat zvýšenou 

expresi Nogo-A, NgR1 a jejich efektoru Rho-A (Eslamboli a kol., 2006, Cheatwood a kol., 

2008, Jiang a kol., 2009, Wang a kol., 2010a), největší nárůst Nogo-A je patrný v okolí 

poškozených axonů a dendritů (Wang a kol., 2007). V oblasti ischemické penumbry je 

zvýšena také exprese receptoru PirB (Gou a kol., 2013). 
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Otevřenou otázkou je role Nogo-A a jeho receptorů v akutní fázi ischemického 

poškození. Genová delece NgR1 velikost nekrotické oblasti neovlivní (Lee a kol., 2004), 

akutní blokáda NgR1 má při ischémii v talamu neuroprotektivní vliv (Wang a kol., 2010a), 

stejně jako genová delece PirB (Adelson a kol., 2012). Při dočasné ischémii s reperfuzí 

vykazuje Nogo-A – nebo přinejmenším specifický region jeho aminoterminální domény – 

neuroprotektivní působení (Guo a kol., 2013b). Tomu odpovídá i zjištění, že blokáda nebo 

genová delece Nogo-A během akutní fáze ischemického poškození zhoršuje odumírání 

neuronů i mortalitu modelových zvířat (Kilic a kol., 2010). Lee a kol. (2004) ovšem u myší 

s delecí Nogo-A i B nezaznamenali větší poškození mozku po permanentní MCAO – byl zde 

naopak trend ke zmenšení velikosti infarktu. Je možné, že tento rozdíl byl způsoben 

odlišnostmi v modelu ischemického poškození (např. přítomností reperfuze) anebo 

charakterem genové delece. 

2.3.6. Nogo a NgR1 ve schizofrenii 

Vedle neurodegenerativních chorob hrají Nogo proteiny roli také 

v neuropsychiatrických onemocněních, jakými jsou schizofrenie nebo bipolární porucha. 

V této kapitole budou shrnuta zjištění u lidských pacientů. Animální modely budou 

samostatně diskutovány níže, jednak proto, že se bezprostředně vztahují k tématu této práce, 

jednak proto, že mezi schizofrenií a jejími animálními modely existuje velmi obtížně 

překonatelná propast. 

 

Schizofrenie je závažné onemocnění, postihující asi 1 % populace. Nejčastěji propuká 

v rané dospělosti, průběh je ale dost variabilní, může docházet k remisím s opětovnými 

relapsy, úplnému či částečnému uzdravení anebo progresivnímu zhoršování stavu. Klinické 

symptomy schizofrenie dělíme na pozitivní (agitovanost, halucinace, bludy, poruchy 

formálního myšlení), negativní (citová oploštělost, abulie, anhedonie a sociální stažení)  

a kognitivní (zhoršené zpracování informací, poruchy pozornosti, myšlení, učení a paměti, 

dezorientace, zhoršení exekutivních funkcí). V důsledku toho tato choroba velmi těžce 

postihuje kvalitu života pacientů i jejich společenské uplatnění. 

Schizofrenie je považována za neurovývojovou poruchu (Goldman-Rakic, 1995, 

Lewis a Levitt, 2002), ovlivňovanou celou řadou rizikových faktorů pre- i postnatálně, 

s předpokládaným vlivem genetické zátěže. Vedle klinicky patrných projevů je  

doprovázena také funkčními, morfologickými a neurochemickými změnami v mozku.  

U pacientů je pozorován úbytek bílé hmoty mozkové, abnormality v myelinizaci  
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a početnosti i funkci oligodendrocytů (Davis a kol. 2003, Takahashi a kol., 2011). Ty by se 

mohly podílet na abnormální konektivitě neuronálních sítí a zhoršené komunikaci mezi 

jednotlivými částmi mozku, včetně narušeného zapojení prefrontální kůry, které je pro toto 

onemocnění typické (Bunney a Bunney, 2000, Haroutunian a Davis, 2007). Souvislosti 

nasvědčuje i to, že poslední stádium myelinizace v prefrontální kůře probíhá v období časné 

dospělosti, kdy se často objevují i první projevy schizofrenie. Na propojení mezi geny 

asociovanými s oligodendrocyty či myelinem a pravděpodobností vzniku schizofrenie ukazují 

také genetické asociační studie. Vedle změn v konkrétních genech však může být důležitá  

i posttranskripční regulace exprese proteinových produktů, zprostředkovaná systémem 

miRNA (Beveridge a Cairns, 2012). Přehled prací týkajících se abnormalit bílé hmoty  

a myelinu ve schizofrenii podávají Willi a Schwab (2013). 

 

Novak a kol. (2002) popsali u schizofrenních pacientů zvýšenou expresi Nogo mRNA 

(izoformy nerozlišeny). Následná práce na jiném vzorku pacientů (Novak a Tallerico, 2006) 

ukázala nadměrnou expresi transkriptu Nogo-C v mozcích schizofreniků a naopak sníženou 

expresi Nogo-B v prefrontální kůře pacientů s depresí, zatímco u bipolární poruchy nebyla 

nalezena žádná změna. V mozcích schizofreniků byl nalezeno i mírné snížení exprese NgR1 

na úrovni transkriptu (Hsu a kol., 2007). 

Gen nogo je umístěn na chromozomálním lokusu 2p13–14 (Yang a kol., 2000), který 

je v některých genomových studiích asociován se schizofrenií (Coon a kol., 1998,  

Shaw a kol., 1998, Straub a kol., 2002). V nepřepisované oblasti (3′-UTR) genu nogo je 

lokalizován polymorfismus spojený s insercemi CAA a TATC (Novak a kol., 2002). Inserce 

v tomto místě korelují s výrazně zvýšenou expresí transkriptu (Novak a Tallerico, 2006). 

Výskyt homozygotů pro tento polymorfismus je přitom vyšší mezi schizofreniky než u zdravé 

populace (Novak a kol., 2002). Tan a kol. (2005) potvrdili zvýšené riziko schizofrenie spojené 

s tímto polymorfismem, ovšem pouze u osob ženského pohlaví. Řada dalších studií ovšem 

spojení tohoto polymorfismu se schizofrenií nepotvrdila (Covault a kol., 2004, Gregorio 

a kol., 2005, Chen a kol., 2004, Xiong a kol., 2005). Byly také nalezeny asociace dvou 

polymorfismů v jediném nukleotidu (SNP) genu nogo se schizofrenií (Jitoku a kol., 2011). 

 

Gen pro NgR1 leží na chromozomálním lokusu 22q11.2 (Hsu a kol., 2007), jehož 

mikrodelece jsou asociovány se závažnými duševními poruchami, které zahrnují poruchy 

pracovní paměti, pozornosti a exekutivních funkcí (včetně zvládání konfliktu mezi různými 

skupinami stimulů, Bish a kol., 2005), narušený senzorimotorický gating, emoční problémy 
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(anxieta, deprese, sociální stažení) a obsedantně-kompulzivní chování. Doprovází je 

anatomické změny, jako je zmenšený objem mozku, zvětšení mozkových komor 

a abnormality bílé hmoty (přehled viz Borrie a kol., 2012, Hsu a kol., 2007). Mikrodelece 

v tomto lokusu zvyšují riziko rozvoje schizofrenie, a jsou zodpovědné asi za 2 % případů 

tohoto onemocnění (Karayiorgou a kol., 1995, Liu a kol., 2002). To, že gen NgR1 leží 

v tomto lokusu a jeho produkt je důležitý pro neuroplasticitu, správný vývoj CNS  

a myelinových pochev, vede k hypotéze, že právě NgR1 by mohl s rozvojem schizofrenie 

souviset. 

Závěry studií hledajících korelace mezi polymorfismy genu pro NgR1 a schizofrenií 

se různí. Některé práce nalezly slabé, leč signifikantní spojení mezi jeho polymorfismy 

a rizikem propuknutí schizofrenie (Hsu a kol., 2007, Liu a kol., 2002, a Budel a kol., 2008 – 

zde ale jen u jednoho ze tří zkoumaných populačních vzorků), jiné nikoli (Meng a kol., 2007, 

Pasaje a kol., 2011). Vliv zde zřejmě hraje i pohlaví zkoumaných osob (Fallin a kol., 2006,  

Hsu a kol., 2007). U pacientů se schizofrenií bývají nalézány vzácné alely NgR1, které se u 

zdravých osob nevyskytují (Budel a kol., 2008, Hsu a kol., 2007, Sinibaldi a kol., 2004), a 

bylo ukázáno, že tyto mutace ovlivňují různé aspekty fungování NgR1, a omezují jeho 

schopnost potlačovat axonální růst na myelinovém substrátu (Budel a kol., 2008). 

 

Je zajímavé, že asociace se schizofrenií byly nalezeny také u dalšího MAI, proteinu 

MAG. Také popsané spojení mezi schizofrenií a komplexem MHCI může být v této 

souvislosti relevantní, protože MHCI je stejně jako MAI vazebným partnerem receptoru PirB 

(přehled viz Willi a Schwab, 2013). 

 

Poznatky osvětlující roli oligodendrocytů a exprese proteinů spojených s myelinem, 

včetně Nogo a jeho receptorů, v patogenezi schizofrenie pocházejí především ze dvou zdrojů 

– jednak z post mortem studií mozků pacientů, jednak z genetických asociačních studií. Studie 

zaměřené na genetiku schizofrenie ovšem narážejí na malou replikovatelnost zjištěných 

asociací (Voineskos a kol., 2009) a velké množství často velmi různorodých genů, které jsou 

se schizofrenií spojeny (Willi a Schwab, 2013). Není to ale překvapivé, vzhledem k tomu, 

že schizofrenie je podle všeho onemocněním heterogenním a multifaktoriálně podmíněným. 

Jakákoli vysvětlení založená pouze na genetickém pohledu tedy musejí být nutně neúplná.  

To jistě platí i o spojení mezi Nogo a NgR1 se schizofrenií – mutace v těchto genech jsou 

přímou příčinou schizofrenie jen u velmi malého procenta pacientů, anebo jsou jen jednou 

z mnoha možných dílčích příčin. 
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2.4. Chování a kognitivní funkce v animálních modelech s narušením Nogo‐A 
dependentní signalizace  

Protein Nogo-A a jeho receptory byly zpočátku studovány v animálních modelech 

především z hlediska neurovývojového, a jako inhibitory regenerace po zranění CNS. Jejich 

potenciální vliv na chování a kognitivní funkce byl proto v řadě prací zcela či z větší části 

opomíjen. Tato situace se změnila, teprve když byl demonstrován význam Nogo-A a jeho 

receptorů pro synaptickou plasticitu, a objevily se důkazy spojující tyto proteiny 

s neuropsychiatrickými onemocněními. Důraz se v pozdějších studiích klade na úlohy 

testující učení a paměť (u nichž se předpokládá význam synaptické plasticity) a dále 

na zvířecí chování obdobné symptomům akutní schizofrenie u člověka (tzv. schizofrenii 

podobné chování), popřípadě schizofrenii příbuzné endofenotypy (rysy chování související se 

schizofrenií, ale nezávislé na přítomnosti akutní psychotické ataky).  

2.4.1. Úvod k animálním modelům schizofrenie 

Animální modely psychiatrických onemocnění jsou problematickou a poněkud 

kontroverzní oblastí. Příslušná onemocnění jako taková jsou ryze lidským fenoménem, 

a u zvířat je tedy nelze vyvolat, nýbrž pouze napodobit. Rozhodující je potom míra validity 

takového modelu (Lipska a Weinberger, 2000).  

Fenomenologická validita udává, nakolik se příznaky vyvolané u laboratorních zvířat 

shodují s těmi, které jsou pozorovány u lidských pacientů v klinické praxi. Již na této 

nejzákladnější úrovni dochází k mnoha problémům, spojeným zejména s absencí řeči u zvířat 

a tedy nemožností nahlédnout do jejich subjektivního prožívání. Objektivně pozorovatelné 

ukazatele totiž často nebývají pro dané onemocnění dostatečně specifické. Jednoznačné 

závěry často komplikuje i rozmanitost projevů u lidských pacientů, kdy jsou různé symptomy 

manifestovány v různé míře nebo mohou chybět zcela, což opět ztěžuje srovnání s animálním 

modelem. 

Konstrukční validita udává, do jaké míry odráží model etiopatogenezi (komplex 

příčin vzniku a mechanismů rozvoje) choroby u člověka. U psychiatrických onemocnění je 

často obtížně posuzovatelná, protože jejich příčiny zpravidla neznáme. Modely určitého 

onemocnění proto mohou být čistě symptomatické, anebo vycházet z různých hypotéz o jeho 

původu a napomáhat jejich testování, hovořit o konstrukční validitě v pravém slova smyslu 

však lze jen výjimečně. 
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Konečně prediktivní validita hodnotí citlivost příznaků na léky ovlivňující průběh 

modelované choroby, zde např. antipsychotika. Je velmi důležitá pro praktickou aplikaci 

modelu při hledání nových léčiv. Její hodnocení je nicméně problematické v případě chorob, 

pro něž je v humánní medicíně k dispozici jen symptomatická nebo paliativní léčba.  

 

Schizofrenie u člověka se projevuje třemi základními skupinami symptomů. 

K pozitivním symptomům řadíme celkovou agitovanost, přítomnost halucinací, bludů 

a poruch formálního myšlení, k negativním symptomům citovou oploštělost, ztrátu vůle, 

anhedonii a sociální stažení, samostatnou skupinu představují kognitivní symptomy, 

zahrnující poruchy myšlení, učení a paměti. 

V animálních modelech schizofrenie je jedním ze základních projevů narušený 

senzorimotorický gating (narušení prepulsní inhibice úlekové reakce). Tento projev je 

pro schizofrenii charakteristický, ne však zcela specifický, protože se objevuje i u jiných 

neuropsychiatrických onemocnění. Dále se hodnotí hyperaktivita nebo hyperlokomoce 

a stereotypní chování jako obdoba pozitivních symptomů u člověka. Vyhýbání se sociálním 

kontaktům je negativní symptom, který se projevuje podobně u lidí i zvířat. Perseverace 

(ztráta kognitivní flexibility), poruchy asociativního učení a pozornosti (snížená latentní 

inhibice) a jiné kognitivní deficity odrážejí kognitivní symptomy. Často je posuzována také 

reakce na farmaka, například podání dopaminových agonistů (amfetamin) by mělo u modelu 

schizofrenie symptomy vyostřit, podobně jako podání antagonistů NMDA receptorů 

(dizocilpin, fencyklidin). 

 

Genetické modely schizofrenie, kam lze práce zaměřené na delece, mutace 

a kvantitativní změny exprese genů Nogo-A a NgR1 počítat, představují slibný přístup 

k modelování schizofrenie, mají nicméně svá omezení. Schizofrenie u člověka je komplexní 

onemocnění, s příspěvkem většího množství genetických i environmentálních faktorů.  

Je co do původu patrně heterogenní a navíc značně variabilní ve svém projevu. Mutace 

v genech kódujících proteiny Nogo a NgR1 se objevují jen u malého procenta schizofreniků, 

nemůže tedy jít o model univerzálně platný (Willi a Schwab, 2013). Je ovšem možné, že větší 

část případů schizofrenie je zapříčiněna dysregulací systému miRNA, který ovládá expresi 

celé řady genů (Beveridge a Cairns, 2012, Forstner a kol., 2013, Schizophrenia Psychiatric 

Genome-Wide Association Study (GWAS) Consortium, 2011, Xu a kol., 2012, přehled 

viz Willi a Schwab, 2013). Do tohoto vzájemně provázaného systému zřejmě zapadají  

i proteiny NgR1 a Nogo. 
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Podrobnější přehled k animálním modelům schizofrenie viz Bubenikova-Valesova 

a kol. (2008a), Jones a kol. (2011), Willi a Schwab (2013). 

2.4.2. Transgenní modely zaměřené na Nogo-A 

Řada prací zabývajících se zvířaty s delecí Nogo-A nepopisuje žádné nebo téměř 

žádné behaviorální projevy. Mnohdy je to ovšem proto, že byly provedeny jen základní nebo 

dokonce žádné behaviorální testy, proto podobné práce mají jen malou výpovědní hodnotu. 

Chování a kognici začala být věnována zvýšená pozornost teprve v nedávné době, 

v souvislosti s navrženým spojením mezi Nogo-A a duševními poruchami. 

Marklund a kol. (2009) neuvádějí motorické, anatomické ani behaviorální změny 

u dvojité delece Nogo-A a B, bohužel chování nebylo cíleně studováno. Podobně tomu bylo 

v práci Cafferty a kol. (2010) s delecí Nogo, MAG a OMgp. Kim a kol. (2003b) zaznamenali 

z behaviorálních projevů pouze nesignifikantně zvýšenou thigmotaxi myší s delecí Nogo-A 

v otevřeném poli. Lee a kol. (2010) ovšem nalezli v tomtéž testu na podobném modelu 

významné změny v lokomoční aktivitě. Nezměněné kognitivní schopnosti v Morrisově 

vodním bludišti (MWM) po deleci všech tří izoforem proteinu Nogo nalezli Masliah a kol. 

(2010).  

Simonen a kol. (2003) při prvotní charakterizaci myší s delecí Nogo-A (bez zvláštního 

důrazu na chování) rovněž nezaznamenali žádné behaviorální změny. Později však byly 

u myší s totožným typem genové manipulace (byť s odlišným genovým pozadím) nalezeny 

významné behaviorální anomálie.  

Willi a kol. (2009) na tomto modelu provedli podrobnější behaviorální testování,  

jaké do té doby u zvířat s delecí Nogo-A chybělo. Zjistili normální citlivost k bolesti, 

nenarušenou úlekovou reakci na zvukový stimul, neovlivněné strachové podmiňování, 

nezměněné projevy explorace a anxiety ve vyvýšeném křížovém bludišti a rovněž normální 

učení v neprostorové úloze aktivního vyhýbání (two-way active avoidance learning)  

i prostorovém testu MWM. Zajímavé bylo zjištění lepší motorické koordinace na rotujícím 

válci (Rotarod test) u zvířat s delecí Nogo-A oproti kontrolám. Studována byla i cirkadiánní 

aktivita. Při běžném cyklu 12 hodin světla a 12 hodin tmy jevila transgenní zvířata normální 

rytmicitu chování, nicméně vykazovala výraznou hyperaktivitu během tmavé fáze dne, nikoli 

však za světla. Hyperlokomoce po podání amfetaminu byla také u zvířat s delecí Nogo-A 

dramatičtější než u kontrol, což ukazovalo na změny v neuropřenašečových systémech. 
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Navazující studie Willi a kol. (2010) pokračovala ve zkoumání stejného modelu  

a soustředila se cíleně na potenciální projevy podobné schizofrenii. Ve vyvýšeném křížovém 

bludišti a testu otevřeného pole nebyly nalezeny žádné změny v chování, což souhlasí 

s dřívějšími výsledky a ukazuje, že úzkost i explorace nového prostoru nejsou delecí Nogo-A 

ovlivněny. Navzdory zachovanému sluchu i normální úlekové reakci byla u transgenních 

myší snížena prepulsní inhibice úlekové reakce, což je důležitý symptom schizofrenii 

podobného chování. Snížená latentní inhibice ukazuje na zhoršené asociativní učení,  

a také behaviorální flexibilita hodnocená při přeučení (reversal) ve vodním T-bludišti byla 

zhoršena. Obě tato pozorování poukazují na přítomnost kognitivního deficitu. V sociálním 

chování nebyly žádné změny zaznamenány. Potvrzena byla hyperlokomoce vyvolaná 

amfetaminy. Detailněji byly hodnoceny změny v neuropřenašečových systémech, kde byly 

nalezeny abnormality v hladinách dopaminu a serotoninu (nikoli však GABA a glutamátu)  

a v expresi D2 receptorů. Tyto výsledky ukazují, že studované transgenní myši mohou být 

považovány za model schizofrenie, nebo alespoň některých jejích projevů. 

Willi a kol. (2010) pro srovnání použili také akutní blokádu Nogo-A protilátkou, která 

nezměnila reaktivitu na amfetamin, ani expresi D2 receptorů. To ukazuje, že změny vznikající 

po deleci Nogo-A jsou spíše důsledkem narušeného vývoje CNS, než akutních změn 

v synaptické plasticitě. Za zmínku stojí, že ve starších studiích podání protilátky neovlivnilo 

ani pozdější učení v MWM (Lenzlinger a kol., 2005, Marklund a kol., 2007). 

2.4.3. Transgenní modely zaměřené na receptory NgR1 a PirB 

Větší počet prací se věnoval myším s delecí genu pro NgR1. Už první z nich,  

Kim a kol. (2004), nalezla behaviorální abnormality, zejména sníženou lokomoci a zvýšenou 

thigmotaxi v testu otevřeného pole (snad odpovídající zvýšené anxietě), a motorické 

poškození při běhání na rotujícím válci (Rotarod test).  

Hsu a kol. (2007) již cíleně testovali hypotézu, že mutace příslušného genu mohou mít 

podíl na vzniku schizofrenie. U nové linie myší se zablokovanou expresí NgR1 zaznamenali 

v testu otevřeného pole sníženou lokomoci a panáčkování, s nesignifikantním trendem 

ke zvýšené thigmotaxi (což odpovídá závěrům Kim a kol., 2004, získaným ale na jiném 

modelu), ale normální průběh habituace na nové prostředí (vývoj lokomoce v čase). Zajímavé 

je, že změny chování v otevřeném poli byly přítomny u homo- i heterozygotů pro knockout 

alelu. Preference tmavého prostředí (light/dark test) zůstala zachována. Prepulsní inhibice 

úlekové reakce (PPI) byla normální, dokonce u mutantních myší nesignifikantně vyšší,  

s menší mírou úlekové reakce (což odporuje hypotéze schizofrenii podobného chování). 
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Úloha zaměřená na depresivní chování (test zavěšení myši za ocas) neodhalila rozdíl mezi 

oběma skupinami, zcela normální byla i reakce na bolestivé podněty. Rozdíly se neobjevily 

ani v úlohách strachového podmiňování, také pracovní paměť hodnocená v úloze opožděné 

alternace ve vodním T-bludišti byla normální. U transgenních myší tedy byly nalezeny 

behaviorální abnormity, ne však takové, které by bylo možno interpretovat jako schizofrenii 

podobné chování. Snížená lokomoce nicméně nemusí spojení se schizofrenií zcela vylučovat, 

protože u pacientů s delecí chromozomálního lokusu 22q11.2 (lokus asociovaný se 

schizofrenií, obsahující mj. gen pro NgR1) bývají přítomny i motorické obtíže.  

Ke zodpovězení otázky, zda knockout nezvyšuje alespoň náchylnost ke schizofrenii 

podobnému chování, byla provedena další série testů s myšmi, které byly v raném věku 

vystaveny působení dizocilpinu (MK-801), což by mohlo vést ke schizofrenii podobným 

symptomům v dospělosti. Ani tato domněnka se nepotvrdila. PPI zůstala nezměněna, stejně 

jako spontánní alternace. U zvířat s aplikací MK-801 v kritickém věku se objevily změny 

lokomoce – u normálních myší byla zvýšena, zatímco u myší s knockoutem NgR1 se dále 

snížila. Zmíněné experimenty tedy neukázaly, že by absence NgR1 vedla ke schizofrenii 

podobným projevům u myší, a autoři se přiklánějí k pohledu, že i u lidí je role mutací NgR1 

ve schizofrenii jen dílčí. Poškození genu či změny v expresi proteinu by například mohly 

destabilizovat neurální obvody a tím usnadňovat, ne však přímo vyvolávat propuknutí duševní 

poruchy.  

Práce Budel a kol. (2008) byla svým zaměřením velmi podobná předešlé,  

použila ovšem jinou transgenní linii (stejnou jako Kim a kol., 2004). U této linie se alespoň 

některé známky schizofrenii podobného chování (nebo endofenotypů) objevily.  

Asi nejzávažnějším zjištěním byl kognitivní deficit v úloze opožděné alternace v suchém  

T-bludišti. Mutantní myši si úlohu pomaleji osvojovaly a i později dělaly mnohem více chyb, 

což ukazuje na zhoršení pracovní paměti. Naopak dlouhodobá paměť, hodnocená ve vodním 

radiálním bludišti a úloze pasivního vyhýbání, byla zachována. Preference tmavého prostředí 

před světlým nasvědčovala také normální míře úzkosti. V PPI se na úrovni skupin neobjevil 

statisticky signifikantní rozdíl, ovšem významný počet myší z knockoutové linie vykazoval 

úplné chybění PPI, což ukazuje, že vyřazení NgR1 má na tento parametr vliv, který je ovšem 

modulován dalšími, individuálními faktory. Podle závěrů této práce delece NgR1 vede 

ke schizofrenii podobnému chování nebo alespoň některým jeho příznakům, neovlivňuje 

ovšem dopaminergní systém, jak by se u pravého modelu schizofrenie očekávalo. 
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Žádné motorické ani kognitivní (v MWM) dopady vyřazení NgR1 nezaznamenali 

Hånell a kol. (2010). Také Park a kol. (2006b) nenalezli zhoršení pracovní prostorové paměti 

ve vodním radiálním bludišti u myší s delecí NgR1. 

Karlén a kol. (2009) se zaměřili na kognitivní funkce, a použili zcela nový model myší 

s inducibilním zvýšením exprese NgR1 v neuronech mozku. Myši s nadměrnou expresí NgR1 

vykazovaly selektivní zhoršení velmi dlouhodobé paměti (testy v MWM s prodlevou  

30 a 60 dnů po osvojení), ale žádné poškození běžné dlouhodobé paměti  

(prodleva 1 den či méně). Pokud byla do určité doby po osvojení úlohy (do 10 dnů) zvýšená 

exprese NgR1 vypnuta, poškození velmi dlouhodobé paměti se neobjevilo. Pozorována byla 

i nižší preference běhání v kolečku, která by mohla souviset se zhoršeným motorickým 

učením, nebo jinými behaviorálními změnami (např. snížená motivace).  

Lazar a kol. (2011) použili myší model s uměle vyvolanou mutací NgR1 vedoucí 

k záměně aminokyseliny ve vazebném místě pro Nogo-A, což se podobá některým mutacím 

zaznamenaným u schizofreniků. Tento zákrok ovlivnil chování myší, souvislost se 

schizofrenií zde ale není jasná. Mutantní myši měly normální prepulsní inhibici úlekové 

reakce. V testu preference sociálního kontaktu preferovaly přítomnost jiné myši  

(zatímco kontrolní zvířata nikoli) a byly méně anxiózní, zdá se tedy, že mutace zmírnila 

úzkost vyvolanou přítomností neznámého jedince. Jako test prostorové kognice byla použita 

analogie Morrisova vodního bludiště, kde zvířata neplavou, ale brodí se v mělké vodě,  

a hledají únikový otvor namísto ostrůvku (paddle pool). Osvojení úlohy probíhalo u obou 

skupin stejně, při prostorovém přeučení ovšem kontrolní zvířata dělala výrazně více chyb.  

Autoři výsledek interpretují tak, že paměťová stopa pro původní polohu únikového otvoru 

byla u kontrolních zvířat silnější a pomaleji vyhasínala, nicméně možná jsou i jiná vysvětlení. 

Pozorované efekty nebyly obecně příliš silné, a jejich charakter nenasvědčuje tomu, že by šlo 

o schizofrenii podobné chování (kde by měly být změny spíše opačného rázu). To ale může 

být dáno charakterem použité mutace. Zejména v případě sociálních interakcí je navíc 

výpovědní hodnota myšího modelu poměrně malá, protože sociální chování myší je méně 

podobné lidskému než třeba u potkana. 

Práce studující vliv NgR1 na synaptickou plasticitu jakožto korelát učení ukazují, 

že NgR1 tlumí vliv expozice novým zážitkům na morfologii neuronů. Delece NgR1 snižuje 

práh pro objevení plasticity dendritických trnů v důsledku zkušenosti a destabilizuje  

již existující paměťové stopy (Akbik a kol., 2013). 
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Zajímavé je, že i NgR2 je zapojen do regulace synaptické plasticity v hipokampu,  

kde reguluje morfologii dendritických trnů, a jeho delece má vliv na chování – neovlivňuje 

sice učení, paměť ani flexibilitu v Morrisově vodním bludišti ani senzorimotorické 

schopnosti, vede ale ke sníženým projevům anxiety či depresi podobného chování v testech 

otevřeného pole, zavěšení myši za ocas a strachového podmiňování (Borrie a kol., 2014). 

 

Receptor PirB je zatím z behaviorálního hlediska prozkoumán jen málo.  

Adelson a kol. (2012) popsali u myší s jeho delecí facilitované motorické učení. Podobné 

účinky měla v některých studiích delece Nogo-A (Willi a kol., 2009) a NgR1 (Akbik a kol., 

2013), v práci Kim a kol. (2004) ovšem delece NgR1 motorické učení naopak zhoršila. 

 

Ačkoli prací s vyřazením nebo jinou manipulací NgR1 byla publikována řada, 

pozorované projevy nejsou příliš konzistentní, a neodpovídají ani projevům u myší s delecí 

Nogo-A, ani očekávaným fenotypům u modelu schizofrenie. Významná je v tomto ohledu 

zejména absence jasného postižení PPI. V případě Nogo-A nebyly symptomy schizofrenii 

podobného chování u řady existujících transgenních modelů vůbec zkoumány, s výjimkou 

studií Willi a kol. (2009, 2010), které silně nasvědčují tomu, že myši s delecí Nogo-A 

schizofrenii podobné chování opravdu vykazují. Tento pohled podporují i data z potkaního 

modelu.  

Přehled výsledků získaných s transgeny Nogo-A a NgR1 s ohledem na potenciální 

schizofrenii podobné chování viz Borrie a kol. (2012), Voineskos a kol. (2009)  

a Willi a Schwab (2013). 

2.4.4. Transgenní potkani se sníženou expresí Nogo-A 

Odpověď na mnohé otázky obestírající inhibitory axonálního růstu by mohl přinést 

revoluční model, jímž jsou transgenní potkani se sníženou expresí (knockdown) Nogo-A. 

Právě tento model je ústředním tématem experimentální části této disertační práce. 

Linie transgenních potkanů byla připravena v rámci mezinárodní spolupráce 

v ústavech Central Institute of Mental Health (Mannheim, Německo), Lékařské fakulty 

Heidelberské univerzity (Heidelberg, Německo), ETH Zürich (Curych, Švýcarsko) 

a University v Curychu. Příprava transgenu je podrobněji popsána v publikacích Tews a kol. 

(2010, 2013). 
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Do genomové DNA těchto zvířat byl vpraven genový konstrukt kódující miRNA, 

komplementární k mRNA pro Nogo-A protein, a snižující jeho expresi mechanismem RNA 

interference. Dochází k vazbě miRNA na mRNA pro Nogo-A, což jednak brání translaci této 

mRNA, jednak vede k jejich urychlené degradaci. Díky tomu se exprese proteinu výrazně 

sníží. 

Transkripce insertu (zprostředkovaná RNA polymerázou typu II) je spouštěna 

promotorem CAG, který je aktivní především v neuronech. Transkript se skládá z intronické 

sekvence, obsahující miRNA, za níž následuje sekvence kódující mRNA pro zeleně svítící 

protein EGFP. Ten slouží jako reportérový gen – díky zelené fluorescenci lze identifikovat 

buňky, v nichž je transkript exprimován, exprese EGFP je navíc úměrná expresi miRNA 

a představuje tedy i kvantitativní signál. 

Genový konstrukt byl vložen do oocytů potkanů outbredního kmene Sprague-Dawley. 

Z několika zakladatelských linií byla nakonec vybrána linie L2, u níž byla exprese EGFP 

nejvyšší, a zároveň mendelovsky dědičná.  

 

Model transgenních potkanů je v mnoha aspektech výhodnější než myší model 

s úplnou delecí, v dalších je s ním komplementární. Použitý zásah by měl výrazně omezit 

expresi proteinu Nogo-A, ale zároveň by nemusel spustit silné kompenzační mechanismy 

patrné u zvířat, jimž byl příslušný gen odstraněn úplně. Navíc je poněkud bližší 

předpokládanému stavu u osob s mutací příslušného genu, kde je změněno množství nebo 

funkčnost Nogo-A, protein však v mozku nechybí zcela (Willi a Schwab, 2013), popřípadě 

situaci u pacientů léčených podáním protilátky proti Nogo-A.  

Snížení exprese Nogo-A je u transgenních potkanů vázáno především na neurony, 

u jiných buněčných typů není obsah tohoto proteinu výrazně změněn. To na jednu stranu 

představuje zásadní rozdíl oproti modelům s úplnou delecí, na druhou stranu to umožňuje 

zkoumat právě význam neuronální exprese Nogo-A. 

Potkani představují obecně mnohem lepší model kognitivních a sociálních aspektů 

chování než laboratorní myši (Tews a kol., 2013, Willi a Schwab, 2013). Mohou u nich být 

aplikovány zavedené metody studia chování, schopné odhalit i poměrně jemné deficity, které 

by u transgenních myší mohly zůstat nepovšimnuty, například mírné poškození kognitivních 

funkcí, poškození behaviorální flexibility (Wesierska a kol., 2005) nebo tzv. schizofrenii 

podobné chování (Stuchlik a kol., 2004). Také z hlediska sociálního chování je potkan lepším 

modelem člověka než myš. Dále jsou potkani pro své větší rozměry vhodnější pro 

elektrofyziologická měření nebo chirurgické zákroky. 
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Transgenní potkani byli v první řadě důkladně prozkoumáni po molekulárně-

biologické stránce. Potvrdil se předpoklad, že insert by měl být nejvíce aktivní právě 

v neuronech. Exprese EGFP markeru byla pozorovatelná ve 48,8 % kortikálních neuronů 

a 72,8 % neuronů v hipokampu, chyběl ale v oligodendrocytech a hipokampálních 

interneuronech. V kortexu potkanů linie L2 bylo množství mRNA pro Nogo-A sníženo na 

50 % oproti kontrolám, množství proteinů stanovené pomocí metody Western blot kleslo 

dokonce na 30 % kontroly. V hipokampu bylo množství proteinu sníženo na 70 % kontrolního 

stavu. Imunofluorescenční stanovení ukázalo pokles proteinu Nogo-A na 70 % v cingulu, 

na 40 % v motorické kůře a hipokampu a 60 % v mozečku. V průměru byla exprese Nogo-A 

v neuronech CNS snížena asi na 50 % obvyklého stavu. Důležitým závěrem je také absence 

kompenzačního zvýšení exprese Nogo-B (Tews a kol., 2013). 

Po neurochemické stránce je zajímavá zvýšená hladina serotoninu, ale normální 

množství dopaminu, v prefrontální kůře (PFC). V dorsálním striatu a nucleus accumbens byly 

hladiny dopaminu a serotoninu nezměněny (Enkel a kol., 2014). Elektrofyziologické studie 

ukázaly výraznou facilitaci LTP v hipokampu i motorické kůře, i zvýšení maximální 

dosažitelné síly synapse (Tews a kol., 2013). Velmi důležitým nálezem byl signifikantní 

deficit prepulsní inhibice úlekové reakce.  

Po behaviorální stránce byli potkani linie L2 nerozlišitelní od kontrol v testu 

otevřeného pole a vyvýšeného křížového bludiště, což ukazuje na nezměněnou lokomoční 

aktivitu, normální explorativní chování a anxietu.  

V testu rozpoznání nového objektu (novel object recognition task) a rozpoznání 

přemístěného objektu (object relocation task) L2 i kontrolní potkani zprvu zcela normálně 

explorovali prostředí i předložené objekty. Při testovacím sezení, kdy byl jeden z objektů 

vyměněn za jiný nebo přemístěn, však L2 potkani věnovali změněnému objektu mnohem 

menší pozornost, což je možno interpretovat jako zhoršení krátkodobé paměti (neschopnost 

identifikovat změnu). 

Ve vodním T-bludišti se L2 potkani zcela normálně učili původní polohu únikového 

ramene (prostorová navigace a učení byly zachovány). Při přeučení (reversal), kdy byla 

úniková platforma umístěna v opačném rameni, se ovšem L2 potkani přizpůsobovali nové 

situaci déle a dělali více chyb (perseverovali), což ukazuje na sníženou behaviorální 

flexibilitu. 

Velmi zajímavé byly výsledky sociálního testu. Při interakci s neznámým partnerem 

jevili L2 potkani pokles času věnovaného sociální interakci, jenž se týkal především 

nonanogenitální explorace. Existoval u nich i trend k nižšímu počtu kontaktních chování 
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(vzájemné čištění, podlézání), a významně častěji ukončovali vzájemnou interakci  

(sociální stažení). Frekvence vlastního mytí (self-grooming, možná známka stereotypního 

chování) změněna nebyla (Tews a kol., 2013). 

Aspekty motivace a vnímavosti k odměně studovali Enkel a kol. (2014). V úloze 

limited access consumption task měli potkani – buď krmení ad libitum, nebo potravně 

deprivovaní – na omezenou dobu přístup ke slazenému mléku. Ukázalo se, že v obou 

případech kontrolní i L2 potkani konzumovali podobné množství sladké tekutiny, jejich 

vnímavost ke sladkému coby odměně byla tedy normální. Slazené mléko bylo následně 

použito jako odměna v operantní úloze. Během předtréninku, kdy bylo stisknutí páky 

odměněno slazeným mlékem, odpovídali L2 potkani normálně. Následně byli trénováni 

v úloze samovolně stoupajících poměrů (spontaneous progressive ratio task, metodika 

zavedená v pracích Hodos, 1961, Hodos a Kalman, 1963). V této úloze dostává potkan stále 

stejnou odměnu, ale k jejímu získání musí vynaložit postupně rostoucí úsilí (počet stisknutí 

páky). Hodnotí se poměr úsilí/odměna, při němž potkan poprvé na delší dobu přestane 

odpovídat (break point), nejvyšší počet stisknutí, který je potkan v daném sezení schopen 

pro získání odměny vykonat (highest completed ratio), a čas od počátku sezení do prvního 

stisknutí páky. L2 potkani začínali mačkat páku teprve po delším čase, a pro získání odměny 

byli ochotni vynaložit menší úsilí než kontrolní jedinci. V podmínkách extinkce, tj. zcela bez 

odměny, se potkani se sníženou expresí Nogo-A přestávali pokoušet o mačkání páky výrazně 

dříve. Menší vytrvalost odpovídání v úloze samovolně stoupajících poměrů nejspíše není 

projevem nižší subjektivní hodnoty odměny a vyloučit lze i procedurální deficit,  

který by se projevil i v předtréninku. Spíše by mohlo jít o narušené hodnocení poměru mezi 

náklady a ziskem. Tomuto vysvětlení by mohly nahrávat změny v hladinách neuropřenašečů, 

kde normální hladina dopaminu odpovídá vnímavosti k odměně, ale zvýšený serotonin v PFC 

může snižovat míru motivace a hodnocení zisku (Enkel a kol., 2014). Změny v množství 

ostatních neurotransmiterů ale sledovány nebyly. 

 

Celkově lze shrnout, že L2 potkani vykazovali normální explorační chování a míru 

anxiety. Jevili ovšem několik důležitých symptomů schizofrenii podobného chování. 

K pozitivním symptomům je možno zařadit narušený senzorimotorický gating. Evidentní byly 

i kognitivní příznaky (zhoršená krátkodobá paměť, snížená behaviorální flexibilita, 

perseverační tendence). Jasným negativním příznakem je sociální stažení. Anhedonie (typická 

pro modely schizofrenie, deprese nebo blokádu opioidního systému) chyběla, deficit v úloze 

samovolně stoupajících poměrů může být ovšem projevem ztráty vůle (abulie).  
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Zvýšená synaptická plasticita, která byla u potkanů zaznamenána, sice obvykle koreluje se 

zlepšením učení a paměti, zde tomu ale tak nebylo. Možným vysvětlením je, že dlouhodobé  

a výrazné zvýšení LTP vede k patologické nerovnováze na synapsích a kognitivnímu deficitu. 

Významným zjištěním je podobnost behaviorálních projevů mezi transgenním potkanem se 

snížením exprese neuronálního Nogo-A a transgenní myší s úplnou delecí příslušného genu. 

Rozdíly však existovaly na neurochemické úrovni, protože u myší byla sníženo množství 

dopaminu v dorzálním striatu a hladina serotoninu byla nezměněna. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1. Cíle a hypotézy 

Tato práce je věnována významu proteinu Nogo-A na behaviorální úrovni, 

a výsledkům získaným na novém modelu transgenních potkanů se sníženou expresí této 

molekuly. 

 

Cílem této práce je důkladná behaviorální fenotypizace Nogo-A-deficientních potkanů 

a kontrolních zvířat, a to se zřetelem na prostorovou kognici v hipokampálně závislých 

úlohách, učení a paměť, kognitivní flexibilitu a koordinaci a také prvky schizofrenii 

podobného chování. K dalším cílům patří testování senzorimotorických dovedností a citlivosti 

k odměně. 

 

Nejdůležitější experimenty shrnuté v přiložených publikacích testují hypotézu, podle 

níž by kognitivní poškození u zvířat se sníženou expresí Nogo-A mělo charakterem odpovídat 

kognitivním symptomům u schizofrenie, což znamená, že behaviorální flexibilita (schopnost 

přizpůsobit chování změněným podmínkám) a kognitivní koordinace (schopnost odlišit 

relevantní informace nebo vzpomínky od irrelevantních) by měly být narušeny více,  

než samotná prostorová či neprostorová paměť. Předpokládali jsme také možné projevy 

hyperlokomoce. Dále jsme u transgenních zvířat očekávali horší pracovní paměť a sníženou 

citlivost k odměně, ale zachované základní senzorimotorické schopnosti. 

 

V experimentální části práce jsou zahrnuty toliko experimenty, na jejichž realizaci 

jsem měl hlavní podíl. V rámci projektu byly ovšem provedeny a do publikací zahrnuty i další 

experimenty, zejména biochemická a neurochemická stanovení a testy cirkadiánní rytmicity, 

na nichž jsem se podílel pouze nepřímo, a které jsem proto do experimentální části nezahrnul, 

ovšem budou diskutovány v závěrečné části.  
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3.2. Metody 

3.2.1. Transgenní model 

 Transgenní potkani se sníženou expresí Nogo-A (viz také kapitola 2.4.4.) byli 

vytvořeni na pracovišti Central Institute of Mental Health (CIMH, Mannheim, Německo),  

ve spolupráci s laboratoří M. Schwaba (ETH Zürich, Švýcarsko). Zakladatelští jedinci kmene 

Sprague-Dawley pocházeli z chovného zařízení firmy Charles River, Německo. Jedinci 

použití v popsaných experimentech pocházeli z linie 2, plné označení SD-Tg(CAG-

RNAi:Nogo-A,EGFP)L2ZI, zkráceně L2. 

 Potlačení exprese cílového proteinu bylo dosaženo pomocí inserce genového 

konstruktu exprimujícího miRNA, jež je dále zpracovávána na malou interferující RNA 

(siRNA) zaměřenou na exon 3 genu RTN4, specifický pro transkript Nogo-A. Vysokoafinní 

vazba mezi siRNA a mRNA pro Nogo-A blokuje translaci. Součástí insertu byl také 

reportérový gen, kódující zelený fluorescenční protein EGFP (viz obr. 4). Připravený 

konstrukt byl v podobě DNA vpraven pomocí mikroinjekce do jader oplodněných potkaních 

oocytů. 

Blokáda exprese Nogo-

A není v tomto modelu úplná. 

Hladiny neuronální exprese  

Nogo-A byly v průměru 

sníženy přibližně na polovinu, 

jmenovitě na 30 % v kortexu, 

70 % v hipokampu a 60 %  

v mozečku. Exprese 

v oligodendrocytech byla ovli-

vněna relativně málo (Tews 

a kol., 2013). Snížení exprese  

Nogo-A bylo nezávisle 

ověřeno i u zvířat použitých 

v této disertační práci 

(Petrásek a kol., 2014a, 

2014b). 

 

Obr. 4 Transgenní konstrukt 

Schéma struktury DNA insertu vloženého do genomu potkanů linie L2, 
exprimované RNA a jejího zpracování na siRNA a mRNA pro EGFP 
marker. 

(Podle Tews a kol., 2013) 
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3.2.2. Zvířata 

V experimentech byli použiti dospělí potkaní samci linie L2 z chovu Central Institute 

of Mental Health, jako kontroly sloužili nepříbuzní, geneticky intaktní (wildtype) samci 

kmene Sprague-Dawley. V behaviorálních experimentech byli použiti potkani ve věku  

3 – 8 měsíců (hmotnost 450 – 750 g).  

Po převozu byla zajištěna náležitá přivykací doba (1 měsíc) před zahájením 

experimentů. Všechna zvířata byla přivykána na manipulaci experimentátory po dobu 

nejméně 1 týdne.  

Potkani byli ubytováni ve standardních boxech (30×40×30 cm), ve standardních 

podmínkách v klimatizovaném zvěřinci (cyklus světlo/tma 12/12, teplota 21 °C, vlhkost 

40 %). Behaviorální experimenty byly prováděny během světelné části dne. Zvířata měla 

volný přístup ke krmení a vodě, s výjimkou testování v segregační baterii v kolotočovém 

bludišti, kdy byla po dobu experimentu potravně deprivována a udržována na 85 % normální 

váhy. 

Všechny experimenty byly prováděny v souladu se zákonem na ochranu zvířat 

a mezinárodními směrnicemi (86/609/EEC a 2010/63/EC). Experimenty byly schváleny 

komisí Fyziologického ústavu AV ČR pro ochranu zvířat.  

 

První skupina zvířat (n = 20; 10 L2 a 10 kontrol) byla použita v experimentech 

segregační baterie v kolotočovém bludišti a delayed-matching-to-place v Morrisově vodním 

bludišti (viz tab. 1). 

Druhá skupina zvířat (n = 18; 9 L2 a 9 kontrol) byla použita v úloze aktivního 

alotetického vyhýbání se místu (AAPA) v kolotočovém bludišti, testech pasivního vyhýbání, 

chůze po laťce a neofobie/anhedonie, a experimentech zaměřených na cirkadiánní rytmicitu 

(viz tab. 2). Některá zvířata během testování uhynula z příčin nesouvisejících s experimentem. 
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Tab. 1 Časový rozvrh experimentů s první skupinou zvířat 

Věk 
(měsíce) 

3 - 4 4 4,2 4,5 4,7 4,9 5,2 

Úloha Přivykání a 
handling 

Kolotočové bludiště, segregační baterie  Morrisovo vodní 
bludiště 

 Habituace, 
sběr pelet 

Stupeň 
1 

Stupeň 
2 

Stupeň 
3 

Stupeň 
4 

Stupeň 
5 

 Viditelný 
ostrůvek 

DMP 

Počet 
sezení 

 5 3 3 3 3 3  2 8 

 Tab. 2 Časový rozvrh experimentů s druhou skupinou zvířat 

Věk 
(měsíce) 

3 - 5 5,3 5,5 5,7 5,9 6,1 6,3 6,5 6,7 6,9 7,1 7,3 7,5 7,7 7,9 7,9

Úloha Přivy-
kání a 
hand-
ling 

Kolotočové bludiště Step-through Chůze 
po 

laťce 

Neo-
fobie, 
anhe-
donie

Přivy-kací 
perioda 
v testo-
vacích 

prostorách

Cirkadiánní rytmicita 

 Habitu-
ace 

Akvi-
zice 

Retri-
eval 

Rever-
sal 

Habi-
tuace

Akvi-
zice 

Test    12/12 LD 
cyklus 

Trvalá tma 

Počet 
sezení 

 5 5 1 5 2 1 1 1 2  29 16 

3.2.3. Kolotočové bludiště 

Kolotočové bludiště má podobu kruhové kovové arény o průměru 82 cm s vyvýšeným 

okrajem, obehnané 30 cm vysokou stěnou z plexiskla (obr. 5). Arénka je umístěna v místnosti 

s množstvím vzdálených orientačních bodů. 

Základní úlohou v kolotočovém bludišti je vyhýbání se místu. Při ní je v aréně 

počítačovým sledovacím systémem definován zakázaný sektor ve tvaru kruhové výseče  

o rozsahu 60°. Zakázaný sektor je v různých uspořádáních definován buď v referenčním 

rámci arény, nebo místnosti, popř. v obou rámcích. Vstup do tohoto sektoru je trestán mírnou 

elektrickou rankou, jejíž intenzita je u každého jedince volena individuálně tak, aby sice 

vyvolávala únikovou reakci, nebyla však nadměrně stresující, což by mohlo vést ke ztuhnutí 

(freezing), které je v rámci úlohy nežádoucí. Zde použitá intenzita elektrického proudu se 

pohybovala mezi 0,4 a 0,7 mA (50 Hz). Elektrický šok trval 0,5 s, a pokud nevedl k opuštění 

zakázaného sektoru, byl opakován každých 1,5 s. 
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Potkani měli během 

experimentu na hřbetě 

upevněn postroj sloužící 

k upevnění kabelu, 

přivádějícího elektrický 

proud pro účely trestání 

(viz obr. 5). Elektrický 

proud byl pomocí svorky 

veden k jehle implantované 

do kožního záhybu na 

hřbětě potkana. Vlastní 

elektrický stimul byl 

zvířaty ovšem pociťován 

v místě kontaktu mezi 

tlapkami a uzeměnou 

podlahou arény, kde 

vzniká největší rozdíl 

napětí. Implantace ani 

přítomnost jehly není pro 

potkana bolestivá, po 

skončení experimentu byly 

navíc jehly šetrně 

odstraněny. Součástí 

postroje byla i infračervená 

LED-dioda sloužící jako 

indikátor polohy. 

Sledování pohybu 

zvířat a arény i udílení 

elektrického trestu bylo 

zajišťováno počítačovým 

sledovacím programem 

(Tracker, Biosignal Group, 

USA). 

 

Obr. 5 Kolotočové bludiště 

Nahoře: Schématické znázornění aparatury. 

Uprostřed: Potkan v kolotočovém bludišti a detail implantované jehly. Jehla 
prochází skrz záhyb volné kůže na hřbetě potkana a na konci je zatočená tak, 
aby nemohla vypadnout. Přítomnost jehly ani její aplikace není pro potkana 
bolestivá. 

Dole: Potkan s nasazeným postrojem s LED-diodami (pro účely sledovacího 
programu). Postroj také slouží k upevnění kabelu, který napájí diodu a je 
zdrojem proudu pro udílení elektrické ranky. V tom případě proud prochází 
přes svorku, implantovanou jehlu a tělo potkana do uzeměné podlahy, 
je však zvířetem pociťován jen v místě kontaktu tlapek s kovem.  

(Foto i schéma © Tomáš Petrásek)  
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Úloha vyhýbání se místu může být modifikována tak, aby zvířata měla k dispozici 

různé zdroje prostorových informací, například zhasínáním a rozsvěcením světel (skrytí  

či odkrytí vzdálených orientačních bodů), zaplavením arény mělkou vodou (skrytí pachových 

značek na povrchu arény) či jejím roztočením (disociace prostorových rámců  

arény a místnosti).  

Vyhýbání se místu může být buď pasivní (sektor je definován vzhledem k povrchu 

arény, ať už tato rotuje či nikoli, potkan se tedy může vstupu do sektoru „vyhnout“ pasivně,  

tj. tím, že se nebude pohybovat) anebo aktivní (sektor je definován vzhledem k místnosti, 

avšak arénka rotuje, nehybné zvíře je tedy do sektoru periodicky zaváženo, a vyhnout se tomu 

může jen aktivní únikovou reakcí).  

Díky disociaci prostorových rámců je možné navodit situaci, kdy jsou některá vodítka 

relevantní (použitelná k určení polohy sektoru), zatímco jiná jsou irelevantní, zavádějící. 

Zvíře v tomto případě musí prostorové rámce odlišit a posoudit jejich užitečnost. 

 

Všechny úlohy vyhýbání se místu na kolotočovém bludišti kladou nároky 

na senzorimotorické funkce, prostorovou navigaci a paměť. Aktivní vyhýbání se místu 

na rotující aréně je obzvláště kognitivně náročná úloha (Wesierska a kol., 2005), vyžadující 

kromě senzorimotorických funkcí a prostorové paměti také rozlišení značek umístěných 

v rotujícím referenčním rámci arény od orientačních bodů ve stabilním rámci místnosti, 

a vytvoření dvou různých, paralelních reprezentací, které jsou ve vzájemném konfliktu, 

protože jedna rotuje spolu s arénkou, druhá zůstává stabilní – tzv. segregaci prostorových 

rámců. Schopnost tyto reprezentace paralelně uchovávat a přepínat mezi nimi podle potřeby 

je označována jako kognitivní koordinace nebo kognitivní kontrola (Kubik a Fenton, 2005, 

Lee a kol., 2012, Wesierska a kol., 2005). 

Přeučení (reversal) v úloze aktivního vyhýbání se místu je obecně považováno za ještě 

náročnější. Schopnost zaznamenat změnu pravidel a odlišit původně naučenou, nyní 

irrelevantní polohu sektoru od nové a aktuální, se někdy označuje jako mnemonická 

segregace, a dále zvyšuje kognitivní nároky, protože musí být aplikována současně se 

segregací prostorových rámců. Předpokládá se, že oba tyto procesy vyžadují funkci separace 

vzorců (pattern separation), závislou na hipokampu (Abdel Baki a kol., 2009,  

Burghardt a kol., 2012). 
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3.2.3.1. Segregační baterie v kolotočovém bludišti 

Tento pokus byl navržen k prvotnímu otestování různých aspektů prostorového 

chování, a zvířata v něm prošla pěti stupni s odlišujícími se nároky na kognitivní funkce, 

zejména zpracování referenčních rámců arény a místnosti. Testováno bylo 20 potkanů 

ve věku 3 – 4 měsíců (Petrásek a kol., 2014a). 

Design experimentu (viz tab. 3) byl navržen na základě starších prací (Abdel Baki  

a kol., 2009, Burghardt a kol., 2012, Wesierska a kol., 2005). 

Potkani byli během experimentu potravně deprivováni, a kromě vyhýbání se 

zakázanému sektoru na aréně také sbírali čokoládové kuličky (Nesquik, Nestlé Czech 

Republic) vypadávající průběžně z krmítka umístěného nad aparaturou. Sběr potravy byl 

do experimentu zahrnut proto, aby potkany motivoval k aktivnímu zkoumání prostředí,  

což je zejména důležité v úlohách se sektorem definovaným v referenčním rámci arény. 

Potkani byli trénováni ve dvacetiminutových sezeních jedenkrát denně (odstup 

24 hodin). Po každém sezení byla aparatura očištěna vodou od mechanických nečistot, nebyla 

čištěna chemicky, určité pachové značky tedy mohly na povrchu a stěnách přetrvávat. 

Procedura začínala čtyřmi předtréninkovými sezeními, kdy se zvířata seznamovala 

s arénkou a učila se sbírat dopadající potravu, aniž by se musela vyhýbat sektoru. 

První stupeň vyhýbání se místu sestával z vyhýbání se stabilnímu sektoru na stojící 

aréně za světla ((Room/Arena)+ avoidance). Jedná se o úlohu pasivního vyhýbání se místu, 

tj. řešitelnou mj. i omezením lokomoce (Cimadevilla a kol., 2000) s poměrně malými 

kognitivními nároky – k dispozici jsou informace z referenčních rámců arény i místnosti, 

které jsou vzájemně stabilní. Všechny orientační body jsou tedy plně využitelné pro lokalizaci 

zakázané oblasti (Cimadevilla a kol., 2000, Wesierska a kol., 2005).  

Druhý stupeň probíhal ve tmě, se zakázaným sektorem stabilním vůči povrchu arény, 

která v tomto případě rotovala (Arena+ avoidance). Potkani měli tudíž k dispozici  

jen idiothetickou navigaci a případné orientační body na samotné aréně (zejména pachové 

značky).  

Třetí stupeň zahrnoval testování na rotující aréně za světla, pokryté 1 cm hlubokou 

vrstvou vody, skrývající pachové značky, zakázaný sektor byl v tomto případě definován 

vzhledem k místnosti (Room+ avoidance). Toto uspořádání testuje allothetickou navigaci 

(s pomocí vzdálených orientačních bodů), ale zároveň minimalizuje konflikt mezi 

referenčními rámci, protože zavádějící značky na povrchu arény (které nemohou posloužit 

k lokalizaci zakázané oblasti, protože aréna rotuje, zatímco sektor zůstává ve stejné poloze) 
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jsou skryty vodou a nemohou tedy potkana mást. Konflikt prostorových rámců ale není 

vyloučen zcela, zůstává totiž idiothetická informace, generovaná při vlastním pohybu zvířete 

(Stuchlik a kol., 2001). Na rozdíl od předešlých jsou 3. – 5. stupeň úlohami aktivního 

vyhýbání se místu, kde se potkan musí aktivně pohybovat aby unikl potrestání, v opačném 

případě je do zakázaného sektoru pasivně zavážen rotující arénou. 

Čtvrtý stupeň byl uspořádáním totožný (i poloha sektoru v rámci místnosti zůstala 

stejná), aréna však byla bez vody ((Room)+/(Arena)-). Zde již je přítomen otevřený konflikt 

mezi prostorovými rámci, kdy jsou k dispozici informace jak ze stabilní místnosti, tak rotující 

arény. K vyřešení úlohy si potkan musí vybrat referenční rámec místnosti jako relevantní 

a naopak ignorovat zavádějící informace z referenčního rámce arény. Úloha tedy vyžaduje 

segregaci prostorových rámců a volbu jen jednoho z nich, což je mentální dovednost,  

jež je považována za obdobu kognitivní koordinace u člověka (používání relevantních 

informací a ignorování těch irrelevantních). 

Pátý stupeň vyhýbání probíhal za zcela stejných podmínek, poloha sektoru 

definovaného v rámci místnosti však byla změněna o 180°. Tato úloha testuje zároveň 

segregaci prostorových rámců i kognitivní flexibilitu, tj. schopnost reagovat na nové 

podmínky (Burghardt a kol., 2012). 

Tab. 3 Segregační baterie v kolotočovém bludišti – časové schéma pokusu 

Den 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 
Stupeň 0 1 2 3 4 5 

Úloha Sbírání pelet (Room/Arena+) (Arena)+ (Room)+ (Room)+(Arena)- 
(Room)+(Arena)-

Reversal 

Zakázaný 
sektor 

Ne Ano Ano Ano Ano Ano 

Aréna Stabilní Stabilní Rotující Rotující Rotující Rotující 

Konflikt 
ref. 
rámců 

Ne Ne Ne Mírný Ano Ano 

Vodítka v 
rámci 
arény 

Dostupná 
Dostupná, 
relevantní 

Dostupná, 
relevantní 

Skrytá, 
irrelevantní 

Dostupná, 
irrelevantní 

Dostupná, 
irrelevantní 

Vodítka v 
rámci 
místnosti 

Dostupná 
Dostupná, 
relevantní 

Skrytá, 
irrelevantní 

Dostupná, 
relevantní 

Dostupná, 
relevantní 

Dostupná, 
relevantní 

Popis Bez vyhýbání 
Pasivní 

vyhýbání 

Pasivní 
vyhýbání ve 

tmě 

Aktivní 
vyhýbání, 

mělká voda 
na aréně 

Aktivní vyhýbání 
Aktivní 

vyhýbání, 
přeučení 

Testovaná 
dovednost 

Sběr potravy 
Prostorová 
navigace 

Navigace v 
rámci arény

Navigace v 
rámci 

místnosti 

Kognitivní 
koordinace 

Kognitivní 
flexibilita 
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3.2.3.2. Úloha aktivního vyhýbání se místu v kolotočovém bludišti 

Aktivní vyhýbání se místu je úlohou založenou na podobném principu jako poslední 

dva stupně segregační baterie. Potkani zde byli umístěni na rotující aréně a vyhýbali se 

sektoru definovanému vzhledem k místnosti. Důležitým rozdílem je, že nebyla přítomna 

potravní motivace (potkani nesbírali pelety ani nebyli potravně deprivováni).  

V experimentu bylo použito 18 potkanů ve věku 5 – 6 měsíců. Testovací sezení trvala 

vždy 20 minut. Prvních 5 dnů probíhala habituace, kdy potkani volně explorovali aparaturu, 

aniž by vykonávali jakoukoli definovanou úlohu, což lze považovat za určitou obdobu testu 

otevřeného pole. Dalších 5 dnů se vyhýbali sektoru v původní poloze (akvizice). Jeden den 

po ukončení akvizice následovalo pětiminutové sezení bez elektrického trestu (retrieval). 

Následovalo pětidenní přeučení (reversal) s odlišnou polohou zakázaného sektoru oproti 

akvizici (viz tab. 4).  

Tab. 4 Aktivní vyhýbání se místu v kolotočovém bludišti – časové schéma pokusu 

 

Den 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
Stupeň Habituace Akvizice Reversal 

Úloha Přivykání na arénu a 
manipulaci 

(Room)+(Arena)- (Room)+(Arena)-Reversal 

Zakázaný 
sektor 

Ne Ano Ano 

Aréna Stabilní Rotující Rotující Rotující 

Konflikt ref. 
rámců 

Ne Ano Ano 

Vodítka v 
rámci arény 

Dostupná Dostupná, irrelevantní Dostupná, irrelevantní 

Vodítka v 
rámci místnosti 

Dostupná Dostupná, relevantní Dostupná, relevantní 

Popis Bez vyhýbání Aktivní vyhýbání Aktivní vyhýbání, přeučení 

Testovaná 
dovednost 

Spontánní lokomoce Kognitivní koordinace Kognitivní flexibilita 
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3.2.4. Morrisovo vodní bludiště 

 Testy v Morrisově 

vodním bludišti probíhaly v 

kovové nádrži kruhového 

tvaru o průměru 180 cm 

a výšce 50 cm, naplněné 

vodou o teplotě 20 – 22 °C 

(obr. 6). Úkolem potkanů 

bylo nalezení ostrůvku 

(plošinky) vyrobeného 

z plexiskla, o průměru 

10 cm. Ostrůvek mohl být 

buď vynořený 1 cm nad 

hladinu a zvýrazněný 

tmavým okrajem (viditelný 

ostrůvek), anebo průhledný 

a ukrytý 1,5 cm pod 

hladinou (skrytý ostrůvek).  

Úloha se skrytým ostrůvkem testuje prostorovou navigaci ke skrytému cíli s použitím 

vzdálených orientačních bodů, a prostorovou paměť. Schopnost nalézt ostrůvek je závislá  

na intaktním hipokampu (Morris a kol., 1982). Úloha s viditelným ostrůvkem slouží jako 

kontrola, ukazující že zvířata jsou dostatečně motivovaná a fyzicky schopná ostrůvek hledat, 

a že jsou schopna vnímat optické orientační body. 

3.2.4.1. Úloha s viditelným ostrůvkem 

Ještě před zahájením kognitivního testování ve vodním bludišti byla zvířata trénována 

po dobu dvou dnů v úloze s viditelným ostrůvkem, přičemž každé sezení zahrnovalo osm 

plaveb. Potkani byli v tomto případě vypouštěni stále ze stejného místa, a poloha ostrůvku se 

mezi plavbami pseudonáhodně měnila. Potkani tedy nemohli použít prostorovou strategii 

(pamatovat si polohu ostrůvku), mohli ovšem navigovat na viditelný cíl, protože pozice 

ostrůvku byla zviditelněna pomocí tmavého nástavce, vyčnívajícího asi 1 cm nad hladinu.  

Obr. 6 Morrisovo vodní bludiště 

V kruhovém bazénu je pod hladinou zanořený ostrůvek, který pro testované 
potkany představuje jedinou možnost úniku. Potkan má za úkol navigovat 
ke skrytému ostůvku a zapamatovat si jeho pozici s použitím vzdálených 
orientačních bodů jako vodítek. 

(© Tomáš Petrásek) 
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3.2.4.2. Úloha delayed-matching-to-place 

Úloha delayed-matching-to-place (DMP; popis úlohy viz O'Carroll a kol., 2006, Steele 

a Morris, 1999) je test prostorové paměti, který umožňuje studium pracovní paměti 

a perzistence paměťové stopy osvojené během jediného akvizičního sezení. Na hipokampální 

funkci je obzvláště náročný, protože osvojení zabrání i unilaterální léze hipokampu,  

zatímco akvizici v klasické úloze vodního bludiště zablokuje teprve léze oboustranná  

(De Hoz a kol., 2005). 

Potkani ve věku 4 měsíců (stejná skupina, která absolvovala segregační baterii) 

podstupovali každý testovací den jedno sezení sestávající ze čtyř plaveb na skrytý ostrůvek. 

Pozice ostrůvku byla konstantní v rámci testovacího dne, ale ze dne na den se pseudonáhodně 

měnila. Optimální strategií k osvojení této úlohy je při první plavbě hledat ostrůvek náhodně 

(pokud jej potkan nenalezl do 1 minuty, byl k němu naveden experimentátorem), jeho pozici 

si zapamatovat a při dalších třech plavbách hledat místo zapamatované při plavbě první. 

Během experimentu byl manipulován interval mezi první (akviziční) a druhou plavbou  

(inter-trial interval, ITI). Tato prodleva mohla činit 15 sekund, 20 minut anebo 2 hodiny. 

Mezi druhou, třetí a čtvrtou plavbou byly konstantní intervaly 15 sekund, třetí a čtvrtá plavba 

sloužily především k tomu, aby si zvířata mohla být jista, že poloha ostrůvku je v rámci 

jednoho dne stále stejná. Potkani absolvovali osm sezení, pokaždé s jinou polohou ostrůvku. 

Místa vypuštění a ITI byla pseudorandomizována. 

3.2.5. Chůze po laťce 

Chůze po laťce (beam walking) je běžný test motorické koordinace (Goldstein, 1993). 

Potkan je při něm umístěn na vyvýšenou „kladinu“, jejíž jeden konec je ukončen bariérou, 

zatímco na druhém konci se nachází jeho domovská klec, kam se potkan přirozeně snaží 

dostat. Během prvých čtyř habituačních sezení potkani chodili po širší straně (5 cm) této latě, 

a to na postupně se prodlužující vzdálenost (0,5 m; 1 m; 2 m; 2 m), aby si osvojili princip 

úlohy. Další dvě habituační sezení, s latí otočenou užší stranou nahoru (šířka 1,5 cm), 

zahrnovala chůzi na vzdálenost 1 m a 2 m. Během testování zvířata musela 4× po sobě přejít 

dvoumetrovou vzdálenost po užší straně latě.  

Testována byla stejná skupina zvířat jako v úloze aktivního vyhýbání se místu 

v kolotočovém bludišti. 
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3.2.6. Test pasivního vyhýbání (step-through avoidance) 

Tato úloha je testem neprostorové dlouhodobé paměti. Aparatura sestává ze dvou 

oddílů. Jeden z nich je shora otevřený a jasně osvětlený (1500 lx), druhý je uzavřený a tmavý 

(<10 lx). Potkan je vložen do osvětlené části a má přirozenou tendenci vyhledat úkryt v tmavé 

části. Po vstupu jsou uzavřena padací dvířka mezi oběma kompartmenty. Čas vstupu je 

zaznamenán experimentátorem. 

V experimentu byli použiti stejní potkani jako v úloze aktivního vyhýbání se místu 

v kolotočovém bludišti, staří 7 – 8 měsíců. Ve dvou habituačních sezeních se potkani 

seznamovali s aparaturou. Ve třetím sezení (akvizice) jim byl po vstupu do tmavého oddělení 

udělen elektrický šok (1,5 mA) prostřednictvím kovové mřížky. Po 24 hodinách byli potkani 

vloženi do aparatury znovu (testovací sezení), přičemž prodloužení prodlevy do vstupu  

do tmavé části by mělo odrážet averzivní vzpomínku z předešlého dne. Pokud potkan do 

tmavého oddílu nevstoupil během pěti minut, sezení bylo ukončeno. V případě, že během 

akvizičního sezení nedošlo ke vstupu, byl daný jedinec z testovacího sezení vyloučen. 

3.2.7. Neofobie/Anhedonie 

V této úloze byli potkani, držení 22 hodin bez vody a potravy, vloženi do aparatury se 

dvěma napáječkami. V jedné byla čistá voda, ve druhé voda oslazená (0,2% roztok 

sacharinu). Po jedné hodině bylo sezení ukončeno a napáječky zváženy, aby bylo možno určit 

množství vypité tekutiny. Sezení bylo opakováno po 24 hodinách. 

V prvním sezení by mělo dojít ke konfliktu mezi příjemnou sladkou chutí a tendencí 

vyhýbat se neznámému (neofobie), protože potkani nikdy předtím oslazenou vodu 

neochutnali. Ve druhém sezení už byla zvířata s oslazenou vodou obeznámena a věděla,  

že je pro ně neškodná, spotřeba sladké a nesladké vody by tedy měla odrážet pouze jejich 

chuťové preference. Pokud by nepreferovali sladkou chuť (která je pro potkany obyčejně 

stejně příjemná jako pro lidi), bylo by možné to interpretovat jako známku anhedonie 

(neschopnosti prožívat příjemné pocity a těšit se z prožitků) která je typická pro onemocnění 

jako je schizofrenie nebo deprese (Pelizza a Ferrari, 2009) a jejich animální modely  

(Le Pen a kol., 2002). 
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3.2.8. Statistické zpracování dat a sledované parametry 

Zpracování dat zahrnutých do této práce jsem prováděl z největší části samostatně, 

s menší výpomocí ze strany dalších členů autorského týmu a konzultacemi s vedoucím práce. 

Finální statistická analýza dat je dílem Ing. Štěpána Bahníka. Postup statistického zpracování 

zde bude nastíněn jenom v obecných rysech, detailně je popsán v přiložených publikacích. 

Všechny analýzy byly provedeny v programu R (R Core Team, 2013).  

3.2.8.1. Kolotočové bludiště 

Pohyb potkanů v kolotočovém bludišti byl zaznamenáván sledovacím programem 

Tracker (Biosignal Group, USA). Získaná data byla vyhodnocována v programech 

TrackAnalysis (Biosignal Group, USA) a CM Manager 0.3.5 (Bahnik, 2013). 

V úlohách kolotočového bludiště byly hodnoceny následující parametry:  

Celková dráha představuje měřítko lokomoční aktivity. Počítána byla jako součet 

vzdáleností mezi polohami zvířete měřenými s krokem jedné sekundy. Pasivní pohyb 

(unášení arénou, pokud rotovala) byl automaticky odečítán sledovacím programem.  

Počet chyb udává počet vstupů do zakázaného sektoru. Byl hodnocen jen v případě 

segregační baterie, u druhé úlohy nikoli, protože silně koreluje s maximálním časem vyhýbání 

se a podává téměř totožnou informaci. 

Maximální čas vyhýbání se je definován jako nejdelší časový interval mezi dvěma 

vstupy během konkrétního sezení.  

Průměrná vzdálenost od středu arény byla měřítkem thigmotaxe (preference míst 

u stěny oproti otevřenému prostranství, souvisí s úzkostí). Tento parametr byl použit jen 

u druhé skupiny zvířat, která na aréně nepřijímala potravu. 

Defekace byla hodnocena podle počtu exkrementů přítomných na aréně po skončení 

sezení. Tento parametr byl použit jen u druhé skupiny zvířat, která na aréně nepřijímala 

potravu. 

Čas do prvního vstupu udává dobu uplynulou mezi začátkem sezení a první chybou. 

Může být měřítkem dlouhodobé paměti uchované z předešlého sezení. Čas do prvního vstupu 

se neukázal jako příliš spolehlivý parametr, protože zvířata na počátku sezení často do sektoru 

vstoupila omylem i v případech, kdy jeho pozici zjevně znala, což snižovalo vypovídací 

hodnotu této veličiny a zvyšovalo rozptyl naměřených hodnot. Proto byl tento parametr použit 

jen v případě segregační baterie, ale ne úlohy aktivního vyhýbání se místu. 
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Perseverace (přetrvávající vyhýbání se původní poloze zakázaného sektoru i po jeho 

přemístění do jiné části arény) byla hodnocena jako poměr času stráveného v dřívějším 

trestaném sektoru vůči času strávenému ve všech netrestaných sektorech. Parametr byl 

počítán pouze ve stupni 5 segregační baterie a v reversalové fázi aktivního vyhýbání se místu. 

 

Data byla v případě nenormální distribuce logaritmicky transformována, provedena 

byla i standardizace. Pro každý parametr byla následně provedena smíšená analýza rozptylu 

(mixed-design ANOVA), míra perseverace byla porovnána pomocí t-testu. Tyto postupy jsou 

podrobněji popsány v příslušných publikacích. 

 

V úloze aktivního vyhýbání se místu se u některých jedinců při testování objevovala 

nápadná období strnulosti. Nehybná zvířata nemohou úlohu řešit a hodnocení jejich 

kognitivních schopností je tedy problematické: neschopnost aktivně se vyhýbat zakázanému 

sektoru nemusí být v tomto případě projevem kognitivního deficitu, nýbrž právě imobility  

(ať už je její příčina motorická nebo emocionální). V práci Petrásek a kol. (2014b) byla proto 

analyzována data jak ode všech subjektů, tak i s vyloučením těchto problematických zvířat. 

Imobilita byla nejvýraznější u tří zvířat z kontrolní skupiny. Aby selektivní vyřazení těchto 

jedinců neovlivnilo pozorované rozdíly, byli pro vyváženost vyřazeni i tři nejhorší jedinci  

ze skupiny L2. 

3.2.8.2. Morrisovo vodní bludiště 

Ve vodním bludišti byla vyhodnocována latence nalezení ostrůvku a uplavaná 

dráha. Z nich bylo možné dopočítat také průměrnou rychlost potkana. Sledován byl dále 

podíl času stráveného v sektoru (o velikosti 45°), kde se ostrůvek nacházel předešlý den, jako 

měřítko perseverace. Tento parametr byl hodnocen pouze v úloze DMP, při první plavbě 

daného dne. 

Data z prvních dvou testovacích dnů nebyla vyhodnocována, protože potkani ještě 

nebyli dostatečně obeznámeni s pravidly úlohy a jejich výkon nebyl příliš dobrý.  

Pro konečnou analýzu jsme se nakonec rozhodli použít pouze hodnoty ze druhé plavby 

v každém sezení, které jsou reprezentativním ukazatelem jednorázového učení. Analyzována 

byla pouze dráha, která je objektivním ukazatelem, na rozdíl od doby nalezení ostrůvku, která 

může být ovlivněna rychlostí pohybu zvířete.  
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Logaritmicky transformovaná uplavaná dráha během druhé plavby byla analyzována 

smíšenou analýzou rozptylu (mixed-design ANOVA). Perseverace byla porovnána pomocí 

Studentova t-testu. 

 

Data z úlohy s viditelným ostrůvkem nebyla statisticky hodnocena. Doba do nalezení 

ostrůvku se i u téhož jedince měnila víceméně náhodně bez významné korelace, test se tedy 

jevil jako statisticky nespolehlivý (Cronbachova α = 0,231 a 0,093 pro standardizované 

latence nalezení ostrůvku v prvním a druhém sezení). To zřejmě odpovídá situaci, kdy potkani 

nacházeli ostrůvek zcela nahodile. 

3.2.8.3. Chůze po laťce 

Hodnocen byl čas do dosažení domovské klece, počet sklouznutí (smeknutí jedné 

nohy z povrchu latě) a počet pádů. Hodnoty času do dosažení domovské klece neměly 

normální rozdělení, byla proto použita logaritmická transformace. Transformované hodnoty 

byly standardizovány pro každý běh v rámci dne, a následně byl spočítán průměr pro každé 

zvíře za všechna sezení, a tyto průměry dále standardizovány. K porovnání skupin byl použit 

Studentův t-test. 

Počty sklouznutí a pádů byly sečteny za všechny běhy pro každé jednotlivé zvíře. 

V případě, že zvíře spadlo, byl mu do celkového skóre přičten nejvyšší počet sklouznutí 

pozorovaný u nejhoršího zvířete ze souboru (3) navýšený o jeden, tedy 4. Výsledné hodnoty 

byly porovnány Mann-Whitneyovým U-testem. 

3.2.8.4. Test pasivního vyhýbání (Step-through avoidance) 

Pro porovnání latence vstupu do tmavého oddílu během habituačních sezení 

a akvizičního sezení byla použita smíšená ANOVA, kde skupina (L2 nebo kontrolní) sloužila 

jako mezisubjektový faktor a sezení jako faktor v rámci subjektu. Pro faktor sezení byl použit 

polynomický kontrast. V testovacím sezení vstoupil do tmavého oddílu jen jediný potkan 

z celého souboru, analýzu tedy nebylo nutné provádět. 

3.2.8.5. Neofobie/Anhedonie 

Pro porovnání množství zkonzumovaného roztoku sacharinu byla použita smíšená 

ANOVA se skupinou jako mezisubjektovým faktorem a sezením jako faktorem v rámci 

subjektu. Protože celkové množství vypitých tekutin se u skupin mírně lišilo, byl jako závislá 

proměnná zahrnut i poměr zkonzumovaného sacharinu ku celkovému objemu vypité tekutiny.  
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3.3. Výsledky 

3.3.1. Kolotočové bludiště 

Zvířata obou skupin byla evidentně schopná úlohy v kolotočovém bludišti řešit. Jejich 

schopnost pohybu byla zcela normální, a zrak (ač patrně zhoršený, viz kapitola 3.3.2.1.) byl 

dostatečný k prostorové navigaci, o čemž svědčí i úspěšné zvládnutí Morrisova vodního 

bludiště se skrytým ostrůvkem (viz níže). Také motivace k unikání ze zakázaného sektoru 

byla dostatečná. 

3.3.1.1. Segregační baterie 

Ve fázi habituace se potkani obou skupin rychle naučili sbírat potravní pelety. 

V sezeních se zakázaným sektorem většinou reagovali na elektrickou ranku únikovou reakcí. 

Na grafech je patrné, že první dva stupně, vyžadující pouze pasivní vyhýbání, nejspíše nebyly 

pro zvířata příliš náročné, protože počet chyb byl nízký. Ve třetím stupni bylo již nutné 

aktivní vyhýbání se sektoru, a navíc byla arénka zaplavena mělkou vodou, na což zvířata 

reagovala podrážděností, zvýšením lokomoce a zhoršeným vyhýbáním se. Voda sama o sobě 

pro ně zřejmě byla nepříjemným podnětem, a výsledky z této fáze je proto třeba posuzovat 

opatrně. V pozdějších stupních, kdy voda na aréně nebyla, byla lokomoce i počet vstupů nižší. 

Čtvrtý stupeň znamenal vyostření konfliktu referenčních rámců (po odstranění vody měla 

zvířata přístup k zavádějícím pachovým značkám na povrchu arény), které ale nebylo 

doprovázeno zvýšením počtu chyb, zřejmě proto, že poloha sektoru zůstala stejná. Změna 

polohy sektoru ve stupni 5 byla zřejmě pro potkany náročnější a vedla ke zvýšenému počtu 

chyb. O tom, že potkani byli schopni úlohu účinně řešit ve stupních 3 – 5 vyžadujících aktivní 

vyhýbání, svědčí počet chyb i hodnoty maximálního času vyhýbání se. Při náhodném pohybu 

či imobilitě by se potkan měl do sektoru dostávat v průměru každou minutu (20 chyb  

za sezení), z grafů je ale patrné, že zvířata záhy dosáhla výrazně lepších výsledků, než by 

odpovídalo náhodě. 

Celková dráha byla u L2 potkanů mírně zvýšená (M = 0,26), rozdíl ale nebyl 

signifikantní F(1, 18) = 2,00, p = 0,17, η2 = 0,10. Interakce mezi stupněm a skupinou nebyly 

signifikantní, Fs(1, 18) < 1,42, ps > 0,25 (obr. 7A).  
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Pro maximální čas vyhýbání se byl signifikantní efekt skupiny ML2 = -0,29,  

F(1, 18) = 5,43, p = 0,03, η2 = 0,23. To ukazuje na obecně zhoršenou schopnost vyhýbat se 

zakázanému sektoru u L2 potkanů. Z prohlídky grafů se zdá, že tento rozdíl se zvyšoval 

v pozdějších a kognitivně náročnějších stupních, nicméně interakce skupiny a lineárního 

kontrastu pro stupně nebyla signifikantní F(1, 18) = 1,54, p = 0,23, parciální η2 = 0,08. 

Signifikantní nebyla ani interakce mezi skupinou a kvadratickým kontrastem stupňů,  

F(1, 18) < 1 (obr. 7C). 

Počet chyb koreloval s maximálním časem vyhýbání se (medián korelace pro stejný 

stupeň byl -0,86), proto byly podobné i výsledky analýzy ANOVA. Efekt skupiny zůstal 

pouze na úrovni trendu, ML2 = 0,25, F(1, 18) = 3,81, p = 0,07, η2 = 0,17. Grafy opět 

naznačují trend k rostoucím rozdílům směrem k pozdějším stupňům, interakce skupiny 

a lineárního kontrastu pro stupně ovšem nebyla významná F(1, 18) = 2,06, p = 0,17, 

parciální η2 = 0,10. Signifikantní nebyla ani interakce mezi skupinou a kvadratickým 

kontrastem stupňů, F(1, 18) < 1 (obr. 7B). 

ANOVA pro čas do prvního vstupu neukázala rozdíl mezi skupinami,  

F(1, 18) < 1. Byl zde ale náznak interakce mezi faktory skupiny a stupně, F(1, 18) = 2,63,  

p = 0,12, dílčí η2 = 0,13 pro lineární kontrast a F(1, 18) = 3,51, p = 0,08, parciální η2 = 0,16 

pro kvadratický kontrast. L2 potkani vykazovali delší čas do prvního vstupu v prvních dvou 

stupních segregační baterie, ML2 = 0,32, a naopak zkrácený čas do prvního vstupu v dalších 

dvou stupních ML2 = -0,14 (obr. 7D).  

Co se týká perseverace, v 5. stupni potkani z linie L2 strávili o něco méně času 

v dříve zakázaném sektoru nežli kontrolní zvířata, rozdíl ale nebyl významný, t(18) = 1,15, 

p = 0,27, r = -0,26, ML2 = -0,25, což ukazuje, že skupiny se nelišily v perseverativních 

tendencích. Perseverace se sice u některých jedinců objevila, ale nebyla typickým chováním 

ani u jedné skupiny.  

Žádný jiný rozdíl ani trend se v datech neobjevil.  

Celkově lze říci, že linie L2 si vedla hůře než kontroly v kognitivních parametrech, 

jako je maximální čas vyhýbání se a počet chyb. V grafech pro obě tyto veličiny lze 

vysledovat trend prohlubování tohoto rozdílu směrem k pozdějším stupňům úlohy, tato 

tendence ale nebyla shledána statisticky významnou. 
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Obr. 7 Segregační baterie v kolotočovém bludišti 

Vlevo netransformovaná data (mediány jednotlivých sezení s úsečkami vyznačujícími 1. a 3. kvartil). Vpravo 
transformovaná data pro jednotlivé stupně (rozdíl mezi průměry skupin s 95% konfidenčními intervaly). 
Chybové úsečky neslouží pro porovnávání rozdílů mezi stupni, ale pouze pro určení významnosti 
meziskupinových rozdílů. Pokud chybová úsečka neprotíná nulu, byl meziskupinový rozdíl v daném stupni 
signifikantní na hladině α = 0,05. Panel A ukazuje lokomoční aktivitu (celková dráha). Panel B ukazuje počet 
chyb (vstupů). U skupiny L2 existoval trend k vyššímu počtu chyb (p = 0,07) a jeho zvyšování v pozdějších 
stupních (p = 0,17). Panel C ukazuje maximální čas vyhýbání se. Skupina L2 byla v tomto parametru 
signifikantně horší (p = 0,03) a opět se postupně zhoršovala, avšak ani tento trend nebyl signifikantní (p = 0,23). 
Panel D ukazuje čas do první chyby, měřítko dlouhodobé paměti. Ve stupních 3 – 5 se typicky blížil náhodné 
hodnotě (1 min), u zvířat z kontrolní skupiny ovšem častěji dosáhl nenáhodných hodnot (viz úsečky 3. kvartilu 
na konci stupňů 4 a 5).  
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3.3.1.2. Úloha aktivního vyhýbání se místu v kolotočovém bludišti 

Pozorování chování zvířat během experimentu neukázalo nic mimořádného během 

habituační fáze, ve fázi akvizice si většina jedinců rychle osvojila princip úlohy. U tří jedinců 

z kontrolní skupiny se ovšem během tréninku začala projevovat nápadná imobilita (strnulost), 

zpravidla přetrvávající po většinu sezení. Lze předpokládat, že tito potkani si v reakci 

na stresující podnět (elektrickou ranku) osvojili pasivní strategii (ztuhnutí) namísto aktivní 

(útěk). Protože aktivní lokomoce je nezbytným předpokladem pro zvládnutí úlohy,  

byli jedinci, pro něž bylo ztuhnutí dominantním typem chování, vyřazeni z další analýzy  

(vyřazeni byli i tři nejhorší potkani ze skupiny L2, aby nebyly selektivním vyřazením 

nejhorších jedinců z jedné skupiny zkresleny rozdíly mezi skupinami. Kritéria pro vyřazení 

jsou popsána v článku Petrásek a kol. (2014b). 

Během habituace byl zjištěn signifikantní rozdíl mezi skupinami v celkové dráze, 

t(14,93) = 2,37, p = 0,03, r = 0,51, přičemž skupina L2 vykazovala vyšší lokomoci (obr. 8A). 

Také průměrná vzdálenost od středu arény se lišila, přičemž kontrolní zvířata více 

preferovala prostor u stěn než potkani L2; t(13,15) = -3,99, p = 0,002, r = -0,71 (obr. 8B). 

Defekace byla u kontrolní skupiny vyšší, ne však signifikantně; t(13,51) = -1,76, p = 0,10, 

r = -0,40 (obr. 8C). 

Pro stupně úlohy s kognitivním tréninkem, se započtením všech potkanů  

(bez vyloučení pasivních jedinců) analýza pro maximální čas vyhýbání se neukázala žádný 

efekt skupiny, F(1, 16) < 1, p = 0,67, η2
G = 0,01, ani interakci mezi skupinami a tréninkovým 

stupněm, F(1, 16) = 1,41, p = 0,25, η2
G = 0,02 (obr. 9A). U celkové dráhy byl náznak efektu 

skupiny, přičemž kontrolní zvířata měla lokomoci sníženou, F(1, 16) = 3,55, p = 0,08,  

η2
G = 0,16, interakce mezi skupinami a tréninkovým stupněm nebyla významná, F(1, 16) < 1, 

p = 0,85 η2
G = 0,00 (obr. 8A). Pro průměrnou vzdálenost od středu arény byla opět 

nalezena nižší vzdálenost od středu u L2 potkanů oproti kontrolám; F(1, 16) = 26,79, 

p = 0,0001, η2
G = 0,58, a žádná interakce mezi skupinou a stupněm, F(1, 16) = 1,43, p = 0,25, 

η2
G = 0,01 (obr. 8B). Analýza ukázala sníženou defekaci u L2 skupiny; F(1, 16) = 10,04, 

p = 0,006, η2
G = 0,32, bez interakce mezi faktory skupiny a stupně, F(1, 16) < 1, p = 0,60,  

η2
G = 0,00 (obr. 8C). 

Při vyloučení tří potkanů z každé skupiny se ukázal významně snížený maximální čas 

vyhýbání se u skupiny L2 oproti kontrolám; F(1, 10) = 17,19, p = 0,002, η2
G = 0,27,  

bez interakce mezi faktory skupiny a stupně, F(1, 10) = 1,07, p = 0,33, η2
G = 0,08 (obr. 9A).  
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U celkové dráhy nebyl v tomto případě ani efekt skupiny, F(1, 10) = 1,20, p = 0,30,  

η2
G = 0,06, ani interakce mezi skupinou a stupněm; F(1, 10) = 1,78, p = 0,21, η2

G = 0,08  

(obr. 8A). Průměrná vzdálenost od středu arény byla i po vyřazení pasivních jedinců nižší 

u skupiny L2, bez interakce mezi faktory skupiny a stupně; F(1, 10) = 1,44, p = 0,26,  

η2
G = 0,03 (obr. 8B). Defekace byla u skupiny L2 opět významně nižší; F(1, 10) = 7,24,  

p = 0,02, η2
G = 0,37, interakce mezi skupinami a tréninkovým stupněm nebyla nalezena,  

F(1, 10) < 1, p = 0,81, η2
G = 0,00 (obr. 8C). 

Analýza perseverace během přeučení neukázala žádný signifikantní rozdíl mezi 

skupinami ani při započtení všech subjektů; t(10,40) = 1,40, p = 0,19, r = 0,33,  

ani po vyloučení nejhorších zvířat; t(6,70) = 1,89, p = 0,10, r = 0,51. V obou případech trávili 

jedinci z linie L2 v sektoru, jenž byl v předešlém stupni zakázaným, více času než kontrolní 

zvířata, což je zcela oproti očekávání vyšší perseverace (obr. 9B).  

Data z retrievalového sezení nebyla hodnocena, protože byla neúplná: část byla 

ztracena kvůli technické chybě. 
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Obr. 8 Aktivní vyhýbání se místu v kolotočovém bludišti (nekognitivní parametry) 

Vlevo netransformovaná data. V grafech jsou hodnoty jednotlivých zvířat v každém sezení habituace (HP), 
akvizice (AP) a přeučení (reversal, RP). Chybějící hodnoty byly dopočítány jako průměr ze sousedících hodnot 
pro stejné zvíře (nebyly použity ve statistické analýze popsané v textu). V akvizici a reversalu byli někteří jedinci 
z analýzy vyloučeni (zdůvodnění viz kapitoly 3.2.8.1. a 3.3.1.2.). Vpravo transformovaná data (použitá 
ke statistické analýze). Sloupcové grafy ukazují velikost rozdílu mezi skupinami pro jednotlivé stupně úlohy, 
počítané z celého souboru (šedě) a po vyloučení problematických zvířat (bíle), chybové úsečky udávají 
95% konfidenční interval rozdílu průměrů. Pokud úsečka neprotíná nulu, byl rozdíl mezi skupinami významný. 
Pokud je rozdíl pozitivní, měla L2 zvířata vyšší hodnoty daného parametru a naopak. Z grafů ale nelze odvozovat 
rozdíly mezi jednotlivými stupni. Panel A ukazuje rozdíly v lokomoční aktivitě. Již v habituaci vykazovali 
potkani L2 vyšší lokomoci a tato tendence přetrvala i později, ovšem jen když jsou hodnocena všechna zvířata, 
což ukazuje, že rozdíl byl dán především vyloučenými jedinci z kontrolní skupiny, kteří se chovali převážně 
pasivně. Panel B zachycuje průměrnou vzdálenost potkanů od středu arény. Kontrolní skupina trávila mnohem 
více času u okraje arény, což může ukazovat na vyšší míru anxiety. Tuto interpretaci podporují i data v panelu D, 
ukazující míru defekace, která byla opět u kontrolních zvířat vyšší než u skupiny L2. 
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Obr. 9 Aktivní vyhýbání se místu v kolotočovém bludišti (kognitivní parametry) 

Vlevo netransformovaná data. V grafech jsou hodnoty jednotlivých zvířat v každém sezení akvizice (AP) 
a přeučení (reversal, RP). Chybějící hodnoty byly dopočítány jako průměr ze sousedících hodnot pro stejné zvíře 
(nebyly použity ve statistické analýze popsané v textu). V akvizici a reversalu byli někteří jedinci z analýzy 
vyloučeni (zdůvodnění viz kapitoly 3.2.8.1. a 3.3.1.2.). Vpravo transformovaná data (použitá ke statistické 
analýze). Sloupcové grafy ukazují velikost rozdílu mezi skupinami pro jednotlivé stupně úlohy, počítané z celého 
souboru (šedě) a po vyloučení problematických zvířat (bíle), chybové úsečky udávají 95% konfidenční interval 
rozdílu průměrů. Pokud úsečka neprotíná nulu, byl rozdíl mezi skupinami významný. Pokud je rozdíl pozitivní, 
měla L2 zvířata vyšší hodnoty daného parametru a naopak. Z grafů ale nelze odvozovat rozdíly mezi 
jednotlivými stupni. Panel A ukazuje maximální čas vyhýbání se zakázanému sektoru (nejdelší interval bez 
vstupu). Při porovnání všech zvířat není patrný žádný rozdíl. Pokud jsou zahrnuti jen potkani kteří úlohu aktivně 
řešili, je rozdíl signifikantní (skupina L2 se vyhýbala hůře). Panel B ukazuje podíl času stráveného v sektoru 
ležícím naproti zakázanému. Ve fázi přeučení odpovídal protilehlý sektor zakázanému sektoru během akvizice. 
Perseverativní chování (přetrvávající vyhýbání dříve zakázanému sektoru) by se mělo projevit nízkými 
hodnotami. Je zajímavé, že potkani skupiny L2 trávili v protilehlém sektoru spíše více času (rozdíl nebyl 
signifikantní), což ukazuje, že navzdory celkově horší výkonnosti se u nich neprojevovala tendence ke zvýšené 
perseveraci. To je v rozporu s výsledky popsanými v literatuře. Vodorovná tečkovaná čára v grafu 
netransformovaných dat ukazuje hodnoty očekávané pro zcela nehybné zvíře. Je patrné, že vyloučení jedinci 
z kontrolní skupiny se drží této čáře velice blízko.  
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3.3.2. Morrisovo vodní bludiště 

3.3.2.1. Úloha s viditelným ostrůvkem 

V této úloze se neprojevily žádné významné rozdíly mezi skupinami. Při podrobnějším 

pohledu se ukázalo, že výsledky z po sobě následujících plaveb byly i u téhož jedince velmi 

rozmanité, a nevykazovaly známky zlepšování nebo cílené plavby na ostrůvek. 

Zvířata sice byla fyzicky schopna plavání a motivovaná k nalezení ostrůvku, jak bylo 

zřejmé z jejich chování během testu, patrně ale nebyla schopna zrakem zaznamenat značku 

(tmavý vyvýšený nástavec) zviditelňující ostrůvek, a musela tedy hledat téměř náhodně.  

To ukazuje na špatnou zrakovou ostrost u potkanů kmene Sprague-Dawley. Jejich zrakové 

schopnosti nicméně byly dostatečné k řešení prostorových úloh s navigací na neviditelný cíl, 

tj. k navigaci vůči vzdálenějším orientačním bodům, jak je patrné z výsledků dalších 

experimentů. 

3.3.2.2. Úloha delayed-matching-to-place (DMP) 

Výsledky z úlohy DMP ukazují významný lineární kontrast mezi první a druhou 

plavbou v uplavané dráze. Delší ITI vedla k delší uplavané dráze; F(1, 18) = 7,06, p = 0,016, 

parciální η2 = 0,28 (obr. 10). To potvrzuje předpoklad, že vybavení naučené pozice ostrůvku 

po delší prodlevě je obtížnější. Žádný další efekt (skupiny, interakce ITI a skupiny, 

kvadratický trend pro ITI) nebyl pozorován, ve všech případech Fs(1, 18) < 1,2, ps > 0,29. 

Skupiny se nelišily ani ve výkonnosti v první, třetí a čtvrté plavbě. 

Preference sektoru, kde se ostrůvek nacházel předešlého dne, se nelišila mezi L2  

(M = 0,123) a kontrolami (M = 0,134), t(18) = 0,55, p = 0,59, r = -0,13, což ukazuje  

že tendence k perseveraci byly u obou skupin podobné. 
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Obr. 10 Morrisovo vodní bludiště, úloha DMP 

Body reprezentují mediány pro danou plavbu (pro všechna zahrnutá sezení), chybové úsečky rozsah prvého 
a třetího kvartilu. Mediány byly spočítány z výsledků za sezení 3 – 8, pro plavby 1 – 4 a pro různé délky 
prodlevy (ITI) mezi první a druhou plavbou. Pro jednotlivá sezení (dny) byla poloha ostrůvku odlišná. 
Při první plavbě každého sezení zvířata hledala ostrůvek vždy náhodně, při následujících již mohla jeho polohu 
znát, délka uplavané dráhy ve druhé plavbě odrážela znalost polohy ostrůvku získanou při první plavbě. S délkou 
ITI signifikantně vzrůstala i délka uplavané dráhy, což odráží obtížnější vybavení naučené polohy ostrůvku po 
delší prodlevě. L2 potkani se však od kontrolních nelišili. 

3.3.3. Chůze po laťce 

V celkovém skóre se skupiny L2 (M = 0,20) a kontrolní (M = -0,20) od sebe nelišily; 

t(16) = 0,83, p = 0,42. Nelišily se ani v počtu sklouznutí (Mann-Whitney U = 38,5,  

nL2 = ncontrol = 9, p = 0,89) a pádů (Mann-Whitney U = 31,0, nL2 = ncontrol = 9, p = 0,45).  

3.3.4. Test pasivního vyhýbání (Step-through avoidance) 

Smíšená ANOVA latence vstupu do tmavého oddílu ukázala významný efekt skupin; 

t(16) = 2,29, p = 0,04, r = 0,50, trend v lineárním kontrastu sezení,  

t(32) = -1,94, p = 0,06, r = -0,32, a nesignifikantní kvadratický kontrast pro sezení,  

t(32) = 0,29, p = 0,78, r = 0,05. Interakce mezi lineárním kontrastem sezení a skupinou byla 
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signifikantní; t(32) = 2,37, p = 0,02, r = 0,38, zatímco interakce pro kvadratický kontrast 

sezení a skupiny nikoli, t(32) = -0,99, p = 0,33, r = -0,17. 

ANOVA s opakovanými měřeními provedená odděleně pro obě skupiny ukázala,  

že u skupiny L2 byl koeficient lineárního kontrastu pozitivní, ačkoli nesignifikantní;  

t(16) = 1,46, p = 0,16, r = 0,34, pro kontrolní skupinu byl negativní a okrajově signifikantní 

t(16) = -1,88, p = 0,08, r = -0,42. 

Interakce byla dále prozkoumána pomocí Welchova t-testu, který byl nezávisle 

proveden pro každé sezení. V prvním sezení se skupiny nelišily; t(15,13) = 0,28, p = 0,78,  

r = 0,07, ale skupina L2 vykazovala delší latence ve druhém, t(14,46) = 2,15, p = 0,05,  

r = 0,47, a třetím sezení; t(8,46) = 3,44, p = 0,008, r = 0,65 (obr. 11). 

Výsledky lze shrnout tak, že při první expozici novému prostředí byl čas do vstupu do 

tmavého oddílu shodný u obou skupin, později u kontrolních zvířat klesal, zatímco u L2 

mírně stoupl, rozdíl mezi skupinami měl tedy rostoucí trend. 

V testovacím sezení (po předchozí negativní zkušenosti s elektrickým šokem) potkani 

do tmavého oddílu nevstupovali vůbec (s jedinou výjimkou ve skupině L2), což ukazuje 

na uchování vzpomínky na nepříjemnou zkušenost.  

 

Obr. 11 Test pasivního vyhýbání 

Jednotlivé body reprezentují čas do vstupu do tmavého oddělení pro jednotlivé potkany. Vodorovná černá čárka 
ukazuje průměr. V průběhu sezení 1 – 3 (bez averzivní zkušenosti) se prohluboval rozdíl mezi skupinami – 
kontrolní potkani vstupovali do neosvětlené části aparatury čím dál tím dříve, zatímco u skupiny L2 byl trend 
opačný. Při akvizičním sezení byl vstup do tmavého oddílu potrestán elektrickým šokem. Pokud potkani 
do neosvětleného kompartmentu nevstoupili do 5 minut (časový limit délky sezení), byli z experimentu 
vyloučeni. V testovacím sezení potkani po předchozí zkušenosti do tmavého oddílu nevstupovali vůbec 
(s jedinou výjimkou). 
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 3.3.5. Neofobie/Anhedonie 

Všechna zvířata 

během sezení ochutnala 

a konzumovala nabízené 

tekutiny. V druhém sezení 

byla celková konzumace 

vyšší než v prvním. 

V poměru vypité oslazené 

vody vůči celkovému 

množství požité tekutiny 

nebyl nalezen efekt skupiny; 

F(1, 15) < 1, p = 0,60,  

η2
G = 0,01, ani sezení,  

F(1, 15) = 2,71, p = 0,12, 

η2
G = 0,08, ani žádná 

interakce mezi oběma 

faktory; F(1, 15) < 1,  

p = 0,55, η2
G = 0,01  

(obr. 12). 

 

Obr. 12 Neofobie/Anhedonie 

Potkani byli dva dny po sobě umístěni do aparatury s pítky obsahujícími 
vodu a sladký roztok. V prvním sezení pili celkově méně než ve druhém 
(neukázáno), zřejmě v důsledku přivyknutí na nové prostředí. Výsledky 
jsou znázorněny jako poměr vypitého roztoku sacharinu k celkovému 
množství zkonzumované tekutiny během prvního a druhého sezení. 
Očekávána byla obecně nižší preference sladkého roztoku v prvním sezení, 
kdy byl pro potkany neznámý (neofobie) a případně snížená preference 
sladké chuti u skupiny L2 jako projev anhedonie. Mezi skupinami ani 
sezeními ovšem nebyl patrný rozdíl v poměru vypité oslazené vody 
k celkovému množství zkonzumované tekutiny. 
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3.4. Diskuse 

3.4.1. Ověření validity použitého modelu 

Snížení exprese proteinu Nogo-A u linie L2 bylo v původní studii Tews a kol. (2013) 

kvantifikováno metodou Western blot na zhruba 70 % normální hodnoty v hipokampu, 

koncentrace příslušné mRNA klesla na přibližně 50 %. U zvířat použitých v této studii bylo 

zjištěno 77,9 ± 5,5 % proteinu v hipokampu, a 59,1 ± 7,5 % Nogo-A mRNA tamtéž  

(analýzu prováděl M. Sládek a K. Weissová z odd. Neurohumorálních regulací FgÚ AV,  

viz Fig. 1 v práci Petrásek a kol., 2014b). Dobrá shoda mezi měřeními ukazuje na to,  

že transgenní insert skutečně funguje, a snížení exprese Nogo-A bylo i po kvantitativní 

stránce velmi podobné u zvířat používaných v této práci a ve studii Tews a kol. (2013). 

3.4.2. Snížená exprese Nogo-A vede ke zhoršené výkonnosti v úlohách kolotočového 

bludiště 

V úloze segregační baterie vykazovali L2 potkani nesignifikantně zvýšenou lokomoci 

a signifikantní deficit v kognitivních parametrech (počet chyb a maximální čas vyhýbání se, 

viz obr. 7B a C). Čas do prvního vstupu (obr. 7D) se zde neukázal jako příliš spolehlivý 

parametr, protože zvířata na počátku sezení často do sektoru vstoupila omylem i v případech, 

kdy jeho pozici zjevně znala, což snižovalo vypovídací hodnotu této veličiny a zvyšovalo 

rozptyl naměřených hodnot. V prvých dvou stupních, kde byl sektor stabilní vzhledem 

k povrchu arény, měla skupina L2 obecně čas do prvního vstupu vyšší, ačkoli celkový počet 

chyb byl u nich srovnatelný nebo vyšší než u kontrol. Tento rozdíl by mohl být způsoben nižší 

lokomocí L2 potkanů na počátku sezení, protože v těchto stupních byla řešena úloha 

pasivního vyhýbání. Ve stupních 3 – 5, kdy se zvířata musela sektoru vyhýbat aktivně,  

byl naopak čas do prvního vstupu u L2 zvířat stejný nebo kratší než u kontrol. Při aktivním 

vyhýbání ovšem medián pro čas do prvního vstupu ani u jedné ze skupin typicky 

nepřesahoval 60 sekund, tj. dobu jedné otočky arény, což znamená, že k prvému vstupu 

docházelo spíše náhodně. 

Z grafů na obr. 7 je zjevné, že ve všech kognitivních ukazatelích (počet chyb, 

maximální čas vyhýbání se, čas do prvního vstupu) je kognitivní deficit skupiny L2 výraznější 

v pozdějších a kognitivně náročnějších stupních, vyžadujících segregaci prostorových rámců. 

Jde pouze o trend, neboť tento efekt se neukázal jako statisticky významný, nicméně je 

pozoruhodný. 
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Již ve třetím stupni byl konflikt referenčních rámců přítomen – pachové značky 

na povrchu arénky byly sice skryty vodou, nicméně idiothetická navigace (např. integrace 

dráhy) byla v rozporu s navigací pomocí vzdálenějších vodítek. Ve čtvrtém stupni byl konflikt 

výraznější (přibyly pachové značky), nicméně poloha zakázaného sektoru vzhledem 

k místnosti zůstala stejná jako v předešlém. V pátém stupni byla poloha sektoru změněna. 

Ačkoli testovací podmínky jinak zůstaly stejné, výkonnost skupiny L2 klesla,  

což ukazuje na deficit kognitivní flexibility.  

Ve třetím stupni segregační baterie, kde byla aréna zaplavena vodou, byl patrný 

významný nárůst lokomoce i počtu chyb u obou skupin. Podílel se na tom bezpochyby fakt, 

že zvířata byla silně rozrušena přítomností vody, která jim patrně byla nepříjemná a navíc 

mohla měnit vnímání elektrického trestání. 

 

V úloze aktivního vyhýbání se místu byly kognitivní požadavky velmi podobné 

posledním dvěma stupňům segregační baterie, potkani se ovšem soustředili jen na averzivně 

motivované vyhýbání, potravní motivace chyběla. Lokomoce u obou skupin byla srovnatelná 

(obr. 8A), skupina L2 si ale vedla významně hůře v kognitivním aspektu úlohy, měřeném 

maximálním časem vyhýbání se (obr. 9A). Toto poškození bylo ještě výraznější během 

přeučení. To opět ukazuje na poškozenou schopnost segregace prostorových rámců s možným 

příspěvkem snížené flexibility v chování. 

Pozorované rozdíly by bylo možno vysvětlit také nekognitivním postižením. 

Předpokladem k osvojení úlohy je aktivní pohyb, nedostatečná lokomoce vede k nízkému 

počtu chyb v úlohách s pasivním vyhýbáním, a naopak k vysokému v aktivním vyhýbání se 

místu, bez ohledu na kognitivní schopnosti. S výjimkou imobility související s anxietou 

(diskutované v kapitolách 3.3.1.2 a 3.4.3) ale nebyly nalezeny výraznější změny v lokomoci, 

motorické funkce byly také zcela normální (viz kapitola 3.4.5). Zraková ostrost byla 

u potkanů obou skupin sice nízká, avšak domníváme se, že srovnatelná. Vyloučit ovšem nelze 

deficit pozornosti, který by rovněž mohl vést ke zhoršenému vyhýbání v kolotočovém 

bludišti, protože u použitého animálního modelu nebyly žádné testy zaměřené specificky na 

pozornost prováděny. 

 

Celkově vzato výsledky ukázaly, že potkani s uměle sníženou expresí Nogo-A jsou 

oproti kontrolním jedincům na kolotočovém bludišti kognitivně horší. V obou použitých 

úlohách byl přítomen významný kognitivní deficit, projevující se zejména v ukazatelích počet 

chyb a maximální čas vyhýbání se. 
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Ke zvládnutí úlohy aktivního vyhýbání se místu, respektive posledních dvou stupňů 

segregační baterie, potřebují potkani schopnost prostorové navigace, která jim umožňuje 

lokalizovat zakázaný sektor (který je sám o sobě neviditelný), ale také schopnost třídit 

orientační body do dvou samostatných reprezentací a z nich zvolit tu správnou. Segregace 

prostorových rámců je považována za analogii kognitivní koordinace u lidí (Wesierska a kol., 

2005), která je specificky narušená u schizofreniků (Phillips a Silverstein, 2003). Specifický 

deficit této funkce u L2 zvířat ukazuje na postižení podobné kognitivním symptomům 

schizofrenie. 

V obou úlohách byl také přítomen trend (byť nesignifikantní), ukazující na vyostření 

kognitivního deficitu u skupiny L2 v podmínkách přeučení, tj. po změně polohy zakázaného 

sektoru. Vzhledem k vysokým kognitivním nárokům a patrně i zvýšené míře stresu to není 

zcela překvapivé. Zhoršená kognitivní flexibilita v podmínkách přeučení v prostorové úloze 

(vodní T-bludiště) byla navíc již zaznamenána u myší (Willi a kol., 2010) i potkanů  

(Tews a kol., 2013) s potlačenou expresí Nogo-A. V obou těchto případech byla připsána 

perseveraci, tj. neúčelnému ulpívání na dříve naučeném vzorci chování (viz kapitola 2.4.).  

Ve zde popsaných experimentech ovšem perseverativní chování, v podobě neúčelného 

vyhýbání se dřívějšímu sektoru, nebylo nikdy výrazné a mezi skupinami se nelišilo  

ani na úrovni trendu (obr. 9B). Skupina L2 tedy měla problém osvojit si novou polohu 

sektoru, aniž by lpěla na dříve naučeném vyhýbání. 

Celková dráha byla u skupiny L2 nesignifikantně zvýšena v segregační baterii, 

a dokonce signifikantně vyšší během habituace v úloze aktivního vyhýbání se místu  

(obr. 7A a 8A). Nabízela by se paralela s hyperlokomocí pozorovanou v modelech 

schizofrenie a také u myší s delecí genu pro Nogo-A (Willi a kol., 2009).  

Lokomoce v kolotočovém bludišti je ovšem ovlivněna také mírou stresu a prostorovou 

strategií zvířat, nelze ji tedy jednoznačně srovnávat se spontánní lokomocí v testu otevřeného 

pole. 

3.4.3. Anxieta v úloze aktivního vyhýbání se místu 

V kolotočovém bludišti bez potravní motivace se u řady potkanů, zejména v kontrolní 

skupině, objevovaly známky zvýšené anxiety. U několika jedinců se dokonce objevila 

dlouhodobá imobilita (freezing) trvající po dobu několika sezení (jak je patrné na obr. 8A). 

Podobné chování v obdobné úloze již bylo u kmene Sprague-Dawley dříve popsáno  

(Carr a kol., 2011), a lze předpokládat, že jde o strnulost coby pasivní reakci na ohrožení, 
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která se zřejmě může dlouhodobě upevnit mechanismem naučené bezmocnosti. U skupiny L2 

se takovéto chování objevovalo zřídka a nikdy nepřetrvávalo přes více dnů. 

Protože úloha aktivního vyhýbání se místu už ze své definice vyžaduje aktivní 

lokomoci, a nehybná zvířata v ní nemohou nijak projevit své kognitivní schopnosti, museli 

být tito jedinci z analýzy vyloučeni. 

Dokonce i po vyloučení pasivně se chovajících zvířat byly zbývající kontroly 

úzkostnější než jedinci skupiny L2, na což poukazuje výrazná thigmotaxe a vyšší defekace 

(obr. 8B a C).  

Tento rozdíl v emocionalitě byl zjevně přítomen již před první aplikací elektrického 

trestu, neboť vyšší thigmotaxe a nižší lokomoce u kontrolní skupiny byly pozorovatelné již 

během habituace, kdy žádné stresující stimuly (vyjma nového prostředí) nebyly přítomny, 

obdobně se objevil i v habituační fázi úlohy pasivního vyhýbání (kapitola 3.4.6). Dá se tedy 

předpokládat, že i rozdíly v četnosti a dlouhodobosti pasivního chování mezi L2 a kontrolami 

byly podmíněny nižší anxietou u L2 zvířat. V úlohách segregační baterie se pasivní chování 

prakticky neobjevovalo – pravděpodobně je to dáno tím, že zvířata se kromě vyhýbání 

zakázanému sektoru věnovala také sbírání čokoládových pelet, což patrně usnadnilo upevnění 

aktivních behaviorálních strategií anebo snížilo míru stresu. 

Rozdíl v míře úzkostných projevů je překvapivý, protože snížená exprese Nogo-A 

v doposud publikovaných studiích anxietu neovlivňovala (Tews a kol., 2013,  

Willi a kol., 2009). 

3.4.4. Navigace a paměť ve vodním bludišti nejsou expresí Nogo-A ovlivněny 

V testech ve vodním bludišti se skrytým ostrůvkem byly obě skupiny schopny 

ostrůvek nalézt, byly tedy schopny používat vzdálené orientační body k lokalizaci skrytého 

cíle. Schopnost osvojit si pozici ostrůvku během jediné plavby a uchovat ji po různě dlouhou 

dobu rovněž nebyla sníženou expresí Nogo-A ovlivněna (obr. 10). Na základě výsledků 

popsaných v literatuře (viz kapitola 2.4.) jsme očekávali u L2 zvířat zvýšenou perseveraci, 

tj. tendenci hledat ostrůvek na místě, kde se nacházel během předešlého dne. Perseverativní 

chování se ale mezi skupinami nelišilo. 

3.4.5. Knockdown Nogo-A neovlivní senzorimotorické schopnosti potkanů 

Test chůze po laťce neukázal žádné problémy s motorickou koordinací,  

což je v souladu s poznatky zjištěnými z literatury, kde rovněž nebyly motorické poruchy 

u podobných modelů nalezeny (Kim a kol., 2003a, Willi a kol., 2009). 
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V testu Morrisova vodního bludiště s viditelným ostrůvkem se ukázalo, že potkani 

obou skupin nejsou schopni navigovat na poměrně malý viditelný cíl. Jejich zraková ostrost 

zřejmě nebyla dostatečně vysoká, což ovšem není u albinotických kmenů neobvyklé  

(Prusky a kol., 2002). V úlohách závislých na vzdálených orientačních bodech však tento 

problém nebyl závažný (tj. nezabránil použití prostorové navigační strategie), patrně proto, že 

zvířata měla k dispozici dostatečně velké a kontrastní orientační body či alespoň gradienty 

světla a stínu v prostředí, popř. i nevizuální zdroje prostorových informací (např. akustické). 

3.4.6. Neprostorová paměť v úloze pasivního vyhýbání i habituace na novou chuť jsou 

zachovány 

V testu pasivního vyhýbání si obě skupiny úspěšně zapamatovaly averzivní zkušenost 

s elektrickou ránou v tmavém kompartmentu, do něhož i po 24 hodinách naprostá většina 

potkanů odmítla vstoupit. Lišilo se ale jejich chování během prvých tří sezení  

(kdy se seznamovali s aparaturou ještě před averzivním podnětem). Kontrolní jedinci 

preferovali tmavou část aparatury a v následujících sezeních do ní vstupovali stále dříve, 

latence vstupu se u L2 potkanů nijak nezkracovala nebo se dokonce prodlužovala (obr. 11).  

S přihlédnutím k výsledkům v kolotočovém bludišti můžeme usuzovat, že méně úzkostní 

potkani linie L2 nebyli natolik motivovaní hledat úkryt v neosvětleném oddílu aparatury.  

Chování při vystavení sladkému roztoku se u L2 potkanů nijak nelišilo, jejich neofobie 

i chuťová preference jsou tedy podobné jako u nemodifikovaných potkanů (obr. 12). 

3.4.7. Změny v cirkadiánním rytmu 

Cirkadiánní rytmy v celkové aktivitě byly sledovány ve spolupráci 

s odd. Neurohumorálních regulací FgÚ AV. Výsledky ukázaly, že i zvířata ze skupiny L2 

vykazují normální cirkadiánní rytmicitu. V podmínkách trvalé tmy byl ovšem rytmus 

v lokomoční aktivitě výraznější u L2 zvířat (poměr mezi aktivitou během subjektivní noci 

a subjektivního dne byl vyšší). Celková aktivita L2 potkanů ale nebyla zvýšená, nýbrž naopak 

spíše menší. Za normálního denního režimu se tento rozdíl nevyskytoval, šlo tedy zřejmě 

o projev odlišného nastavení vnitřních biologických hodin (viz Fig. 6 v práci  

Petrásek a kol., 2014b). 

U transgenních myší pozorovali Willi a kol. (2009) zvýšenou aktivitu v tmavé fázi 

denního cyklu, což by mohlo odpovídat těmto pozorovaným změnám.  
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3.4.8. Neurochemické změny a abnormální stárnutí u L2 zvířat 

Krištofíková a kol. (2013) popisují výsledky analýzy mozků L2 potkanů. Studie byla 

zaměřena na expresi podjednotek NMDA glutamátového receptoru (NR1, NR2A a NR2B) 

ve frontální kůře a aktivitu tří izoforem NO syntázy (nNOS, eNOS a iNOS) v parietální kůře, 

jejich lateralizaci (poměr mezi pravou a levou hemisférou) a vzájemné korelace. 

Stimulace NMDA receptoru aktivuje syntézu NO stimulací příslušných syntáz,  

které jsou spojeny s NMDA receptory pomocí tzv. postsynaptic density proteinu. Exprese 

i lateralizace NMDA receptorů a NOS enzymů se přitom významně mění při 

neuropsychiatrických poruchách. 

U mladých kontrol nebyla nalezena žádná lateralita podjednotek NMDA receptoru. 

Naopak u nNOS a iNOS byla zaznamenána lateralizace u některých jedinců: přibližně třetina 

zvířat nebyla lateralizovaná, u třetiny byla vyšší aktivita vpravo a u další třetiny vlevo. 

U starších kontrol (použitá jednoroční zvířata byla spíše ve středním věku než 

skutečně stará) byl nalezen pokles exprese NR1 bilaterálně, zvýšená exprese NR2B vpravo, 

bilaterální nárůst aktivity nNOS a naopak pokles eNOS. U iNOS byla výrazná levo-pravá 

asymetrie. 

Mladá L2 zvířata nebyla od kontrol odlišná v expresi podjednotek NMDA receptoru, 

vykazovala však zvýšenou aktivitu iNOS vlevo. 

U starých L2 potkanů došlo k bilaterálnímu zvýšení exprese NR1. V aktivitě iNOS se 

objevila pravo-levá asymetrie, tedy opačná než u stejně starých kontrol. 

 

Situace u L2 zvířat se v některých aspektech liší od lidských pacientů se schizofrenií. 

Není zde zřejmý celkový nárůst exprese NR2B, který je pro mozky schizofreniků typický. 

Zvýšenou aktivitu iNOS vlevo a změny ve vzájemných korelacích mezi studovanými 

molekulami u mladých L2 zvířat ovšem lze považovat za předčasnou manifestaci změn 

souvisejících s věkem (podobné změny byly viditelné u starších kontrol). Určité změny 

podobné předčasnému stárnutí jsou pozorovány i u schizofreniků (Kirkpatrick a kol., 2008). 

U starých L2 zvířat tyto změny nicméně nepokračují, naopak nárůst exprese NR1 a některé 

změny v korelacích mezi NO syntázami jdou v opačném směru, než změny u starých kontrol. 

Narušené korelace mezi studovanými proteiny u L2 zvířat by mohly ukazovat na dysregulaci 

frontoparietální interakce především v pravé hemisféře, což je opět styčný bod se schizofrenií. 
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Celkově lze tedy říci, že aktivita NO syntáz a exprese NMDA receptorových 

podjednotek se u L2 zvířat liší od kontrol a také se odlišně vyvíjí v čase. Některé z těchto 

změn souhlasí s očekáváními pro model schizofrenie, jiné nikoli. 

 

V literatuře byly souvislosti mezi expresí podjednotek NMDA receptorů a Nogo-A již 

popsány, závěry jsou ale dosti protichůdné. Case (2011) ve své práci prováděla cílený 

knockdown Nogo-A v neuronech vyvíjejícího se potkaního neokortexu metodou RNA 

interference. Výsledkem byly jednak změny v morfologii synaptických trnů, jednak změny 

exprese markerů synaptické plasticity. Co se týče NMDA receptorových podjednotek,  

exprese mRNA pro NR2B významně klesla (o 86 %), zatímco u NR2A bylo snížení rovněž 

viditelné, ale statisticky nesignifikantní. Protože poměr mezi NR2A a NR2B je důležitý  

pro vyvolání plasticity závislé na aktivitě (use-dependent plasticity), lze předpokládat,  

že delece Nogo-A ovlivňuje plasticitu právě tohoto typu. Peng a kol. (2011) ve své studii 

nalezli naopak zvýšení exprese podjednotek NR1, NR2A a NR2B po zablokování exprese 

Nogo-A v hipokampálních neuronech in vitro. 

 

V rámci studia L2 zvířat jsme se rovněž pokoušeli na samostatné skupině zhodnotit 

vliv stárnutí na chování, s cílem zjistit, zda se s věkem kognitivní deficit u L2 potkanů 

neprohlubuje (T. Petrásek, nepublikovaná data). Výsledky pilotního experimentu však nebyly 

jednoznačné, zejména vzhledem k malému počtu zvířat, který nebyl dostatečný 

ke statistickému zpracování (n = 5-6). Vizuální prohlídka dat ukázala, že jeden rok stará 

zvířata obou skupin nejsou nijak zjevně kognitivně postižena, v kolotočovém bludišti  

i vodním bludišti si vedla podobně či lépe než půlroční. Rozdíl mezi L2 a kontrolami  

v takto malém souboru nebyl viditelný.  

Ve věku nad 1 rok se však začíná objevovat nápadně zvýšená mortalita u L2 potkanů 

(stáří 18 měsíců se nedožilo 6/11 L2 potkanů, ale jen 1/10 SD potkanů). Jeden z L2 potkanů 

musel být utracen kvůli těžké poruše hybnosti (kvadruparéza). Z důvodu mortality  

a omezeného počtu zvířat jsme nakonec od experimentů zaměřených na stárnutí upustili. 

Příčiny úmrtí L2 zvířat se nám určit nepodařilo. V této souvislosti lze uvažovat jak 

o negativním vlivu samotné snížené exprese Nogo-A (například v souvislosti s jeho 

neuroprotektivním působením), tak i o nespecifických vedlejších účincích samotné genové 

manipulace (narušení funkce jiného genu, toxicita EGFP).  
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Vzhledem k tomu, že Nogo-A prokazatelně hraje roli v patologickém stárnutí 

a neurodegenerativních poruchách (viz kapitoly 2.3.1 a 2.3.2), a změny v procesu stárnutí 

doprovázené vyšší mortalitou jsou patrné i u schizofrenie (Kirkpatrick a kol., 2008),  

bylo by důkladnější prozkoumání behaviorálních i biochemických aspektů stárnutí u L2 

potkanů a případně i příčin jejich mortality zajisté zajímavým tématem pro další výzkum. 

3.4.9. Celková interpretace 

Z provedených behaviorálních experimentů je zřejmé, že L2 potkani vykazují 

významné zhoršení v úlohách kolotočového bludiště. Patrně jde o sníženou schopnost 

kognitivní koordinace (nakládání se dvěma soubory vzájemně nesouhlasných orientačních 

bodů) a kognitivní flexibility. Naopak učení, krátkodobá i dlouhodobá paměť a schopnost 

přesné prostorové navigace u nich postiženy nejsou, o čemž svědčí nenarušený výkon 

v úlohách pasivního vyhýbání a Morrisova vodního bludiště. 

Výkon v kolotočovém bludišti je silně závislý na hipokampu (Wesierska a kol., 2005), 

a to ještě výrazněji než v Morrisově vodním bludišti (Kubik a Fenton, 2005). Poškození 

hipokampu narušuje také behaviorální flexibilitu (Kimble a Kimble, 1965). Protože 

hipokampus patří ke strukturám s nejvyšší expresí Nogo-A vůbec, předpokládáme, že by i zde 

popsaný deficit mohl být hipokampální povahy.  

Na molekulární úrovni snížená exprese Nogo-A usnadňuje vznik LTP i jiných forem 

synaptické plasticity (Delekate a kol., 2011, Zagrebelsky a kol., 2010), přičemž LTP je 

neurálním podkladem formování paměťových stop (Pastalkova a kol., 2006, Serrano a kol., 

2008). Posílení signalizace přes Nogo-A skutečně vede ke zhoršení paměťových funkcí,  

ať už k němu dojde umělým navýšením exprese NgR1 (Karlén a kol., 2009) nebo přirozeným 

zvýšením exprese Nogo-A ve stárnoucím mozku (Vanguilder a kol., 2011, 2012). 

Skutečnost, že také snížení exprese Nogo-A vede ke kognitivním deficitům, se může 

zdát protimyslná, nicméně je třeba připomenout, že problémy pozorované u L2 zvířat v této 

práci nebyly zřejmě paměťového charakteru. U zvířat s potlačenou expresí Nogo-A je paměť 

jako taková většinou zachovaná, zato však je u nich pozorována snížená kognitivní flexibilita 

(Willi a kol., 2010, Tews a kol., 2013). Není nemyslitelné, že míra exprese Nogo-A  

a tím i synaptické plasticity v hipokampu je normálně nastavena na určitou optimální 

hodnotu, přičemž snížení i zvýšení poškozuje hipokampální funkce. Důležitá je navíc  

i lokalizace Nogo-A v buňkách, přičemž zde použitý transgenní potkan s potlačením exprese 

především neuronálního Nogo-A může vykazovat odlišné projevy než modely s delecí 

neuronální i gliální exprese tohoto proteinu. 
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Na základě zde popsaných výsledků můžeme formulovat hypotézu, že v hipokampu 

L2 potkanů není narušena tvorba paměťových stop, ovšem je snížena schopnost rozlišovat 

mezi různými vstupy nebo reprezentacemi (což by se mohlo týkat jak rozlišování referenčních 

rámců v úloze aktivního alotetického vyhýbání se místu, tak i rozlišování mezi relevantní 

a irrelevantní vzpomínkou během přeučení). K jejímu otestování by ovšem bylo nutno 

prozkoumat tyto funkce také v dalších úlohách. 

 

Poškození kognitivní flexibility, pozorované ve starších studiích ve vodním T-bludišti 

(Willi a kol., 2010, Tews a kol., 2013) bylo připisováno perseveraci. Rozlišení mezi 

skutečnou perseverací a pouhým pomalejším osvojením nové polohy cíle zde ale bylo 

problematické, neboť v T-bludišti má zvíře na výběr pouze dvě možné odpovědi. Při přeučení 

v kolotočovém bludišti se ovšem potkani mohou současně vyhýbat jak původnímu, tak i nově 

definovanému zakázanému sektoru, a lze tedy nezávisle hodnotit jak osvojování si pozice 

nového, tak přetrvávající vyhýbání se starému sektoru. Díky tomu jsme zjistili, že deficit  

L2 potkanů ve fázi přeučení není doprovázen přehnaně perseverativním chováním. 

Také v Morrisově vodním bludišti jsme nezaznamenali žádný náznak perseverace.  

To dopovídá výsledkům Willi a kol. (2009), kde změna polohy ostrůvku v Morrisově bludišti 

(úloha testující referenční paměť) také neodkryla žádný deficit přeučení u myšího modelu.  

Je tedy možné, že deficit kognitivní flexibility je závislý na použitém testu, zvířecím modelu 

nebo obou faktorech. 

3.4.10. Nogo-A knockdown jako model schizofrenie 

Specifické behaviorální projevy snížené exprese Nogo-A bývají interpretovány jako 

možné projevy schizofrenii podobného chování (Willi a kol., 2010, Tews a kol., 2013). 

Výsledky prezentované v této práci ukazují, že na tomto animálním modelu skutečně lze 

vysledovat projevy obdobné některým symptomům u schizofrenních pacientů.  

 

Velmi závažným zjištěním je narušení senzorimotorického gatingu (potlačená 

prepulsní inhibice úlekové reakce) a latentní inhibice (Willi a kol., 2010, Tews a kol., 2013), 

které poukazují na neurovývojové poškození, nemusí však být specifické jen pro schizofrenii. 

Obdobou pozitivních (psychotických) symptomů schizofrenie jsou u zvířat především 

hyperlokomoce a stereotypie (Bubenikova-Valesova a kol., 2008a). Změny v lokomoci ovšem 

jsou u Nogo-A deficientních animálních modelů zaznamenávány jen v některých případech 
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a nebývají nijak dramatické (s výjimkou hyperlokomoce navozené amfetaminem popsané 

Willi a kol., 2009), stereotypie nebyly zaznamenány vůbec. 

Tews a kol. (2013) popsali u potkanů linie L2 projevy sociálního stažení, zdá se tedy, 

že přítomny jsou i některé negativní symptomy. V této práci jsme ovšem nezaznamenali 

projevy anhedonie jako dalšího negativního symptomu, což potvrzují i výsledky Enkel a kol. 

(2014) sledující vnímavost k odměně, tito autoři nicméně odhalili u linie L2 změny 

v hodnocení poměru mezi úsilím a získanou odměnou. 

Zhoršená kognitivní koordinace a flexibilita, pozorovaná v této práci, patří k typickým 

kognitivním projevům schizofrenie (Phillips a Silverstein, 2003) a objevuje se také u jejích 

animálních modelů (Lee a kol., 2012). Pro schizofreniky je typický také deficit pracovní 

paměti. Naše výsledky v úloze delayed-matching-to-place ve vodním bludišti sice žádné 

problémy s pracovní pamětí neodhalily, nicméně Tews a kol. (2013) nalezli deficit 

krátkodobé paměti při rozpoznávání nových či přemístěných objektů. Tento nesoulad lze 

nejspíše vysvětlit velmi odlišným charakterem úloh (averzivní motivace vs. spontánní 

explorace, deklarativní vs. rekogniční paměť).  

 

Zajímavé může být porovnání L2 potkanů se zavedenými modely schizofrenie. 

Farmakologický dizocilpinový model (Bubenikova-Valesova a kol., 2008b, Vales a kol., 

2006), spočívající v akutní administraci dizocilpinu (MK-801) je poměrně dobře 

charakterizovaný. Dizocilpin vyvolává hyperlokomoci a ve vyšších dávkách i motorické 

problémy. Není zcela zřejmé, zda je ke kognitivnímu deficitu po podání dizocilpinu citlivější 

kolotočové nebo vodní bludiště. Stuchlik a kol. (2004) zjistili narušení aktivního vyhýbání se 

místu v kolotočovém bludišti teprve v dávce 0,2 mg/kg, zatímco navigace v Morrisově 

vodním bludišti byla zhoršena již při 0,1 mg/kg. Některé novější experimenty (Lobellova  

a kol., 2013, Vojtěchová, 2014) však poukazují naopak na vyšší citlivost kolotočového 

bludiště, což odpovídá pozorováním u linie L2. Dizocilpinový model i knockdown Nogo-A 

jsou si každopádně podobné v tom, že narušují výkonnost přednostně v přeučení  

(Lobellova a kol., 2013). Zajímavé je, že u dizocilpinu je pozorovatelný anxiolytický efekt 

(byť jej nelze počítat mezi schizofrenii podobné projevy), který prokazatelně může v úloze 

kolotočového bludiště potlačovat tendenci k pasivnímu chování (D. Klement, nepublikovaná 

data, Vojtěchová, 2014), což je podobné situaci, kterou vidíme u potkanů linie L2  

(viz kapitoly 3.3.1.2 a 3.4.3). 
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Jako příklad neurovývojového modelu můžeme použít model neonatální léze 

ventrálního hipokampu (NVHL), který je široce používaný a dobře charakterizovaný 

(Lecourtier a kol., 2012, Swerdlow a kol., 2012). Lee a kol. (2012) zjistili, že potkani s NVHL 

jsou v dospělosti zhoršení v kolotočovém bludišti, a to zejména v přeučení na změněnou 

polohu sektoru, což se shoduje s našimi pozorováními u potkanů se sníženou expresí Nogo-A. 

Jsou ale výrazně zhoršení také v Morrisově bludišti a vykazují výraznou spontánní 

hyperlokomoci (Beninger a kol., 2009), což u L2 zvířat neplatí. 

Porovnávání a hodnocení modelů schizofrenie je nicméně problematické. O etiologii 

této choroby víme jen velmi málo, pravděpodobně je podmíněna souhrou celé řady faktorů. 

U animálních modelů můžeme tedy nanejvýš hodnotit fenomenologickou validitu. Ani v této 

kategorii ale neexistují jednoznačná kritéria, podle nichž by se dala relevance modelu 

posoudit (Lipska a Weinberger, 2000). 

Animální modely se sníženou či zablokovanou expresí Nogo-A vykazují poměrně 

dobrou fenomenologickou validitu, zejména velmi konzistentně narušený senzorimotorický 

gating a obdobu kognitivních symptomů schizofrenie, a také některé symptomy negativní. 

Pozitivní symptomy však podle všeho chybějí. Je proto možná správnější hovořit v tomto 

případě o modelu endofenotypů schizofrenie, tedy příznaků přítomných u nemocných osob 

i mimo akutní ataky choroby (viz např. Budel a kol., 2008). Přítomnost jen některých skupin 

symptomů a chybění jiných je však u animálních modelů schizofrenie obvyklá, a je běžná 

i u lidských pacientů trpících touto chorobou, neboť schizofrenie je ve svých projevech 

značně různorodá. To, že potkani linie L2 vykazují především kognitivní a negativní 

symptomy, může být ve skutečnosti výhodné pro jejich případnou aplikaci při vývoji nových 

antipsychotik. Třebaže tyto skupiny symptomů jsou pro kvalitu života a společenské uplatnění 

pacientů nejzávažnější, dosud nebylo možné vyvíjet jejich účinnou léčbu, protože nebývají 

manifestovány v tradičních animálních modelech schizofrenie (Jones a kol., 2011). 

Narušení signalizace přes Nogo-A se může podílet na vzniku schizofrenie také u lidí, 

přinejmenším v některých případech (Willi a Schwab, 2013), proto jsou L2 potkani modelem 

zajímavým i z etiologického hlediska. Existuje dokonce hypotéza, podle níž důležitou úlohu 

v patogenezi schizofrenie hrají přirozeně vznikající miRNA regulující genovou expresi 

(Beveridge a Cairns, 2012, Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study 

(GWAS) Consortium, 2011, Xu a kol., 2012, přehled viz Willi a Schwab, 2013). V tomto 

případě by dokonce i mechanismus snížení exprese Nogo-A byl obdobný. To činí 

z transgenních potkanů linie L2 jeden z nemnoha modelů schizofrenie aspirujících  

na konstrukční validitu. 
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3.5. Závěr 

Potkani se sníženou expresí Nogo-A vykazují selektivní kognitivní deficit separace 

prostorových rámců v úlohách kolotočového bludiště, který nelze vysvětlit celkovým 

zhoršením prostorové navigace, paměti ani motorických schopností. Výsledky nasvědčují také 

snížené kognitivní flexibilitě. Obě tato pozorování jsou v souladu s hypotézou očekávající 

u těchto zvířat příznaky podobné kognitivním symptomům schizofrenie. 

Oproti očekáváním byla u zvířat se sníženou expresí Nogo-A zaznamenána snížená 

míra anxiety. Nepodařilo se prokázat deficit pracovní paměti, ani sníženou citlivost 

k příjemným podnětům. 

Na základě těchto pozorování se potkani se sníženou expresí Nogo-A jeví jako 

perspektivní animální model schizofrenie, a to zejména jejích kognitivních symptomů. 

 

Výsledky shrnuté v této práci při uvážení všeho, co o Nogo proteinech a jejich funkci 

víme, otevírají řadu zajímavých problémů pro budoucí výzkum.  

Popsané experimenty se týkaly jen dospělých jedinců v poměrně úzkém věkovém 

rozmezí. Víme však, že Nogo-A ovlivňuje vývoj mozku pre- i postnatálně, a zásadním 

způsobem se podílí i na procesu stárnutí. Studium vývojového aspektu problematiky,  

tj. změn v chování a biochemii od narození až po pokročilé stáří, by proto umožnilo mnohem 

hlubší pochopení funkce Nogo-A v mozku a snad i jeho relevance v patologii.  

Bez zajímavosti by nebylo ani ověření funkčnosti modelu na jiném genetickém pozadí. 

Celá řada prací na transgenních myších s vyřazeným Nogo-A dokládá, že dopad 

na neuroplasticitu je u různých kmenů velmi odlišný (viz kapitola 2.2.1.1), totéž bychom tedy 

mohli očekávat i u behaviorálních projevů podobné manipulace. 

Z hlediska modelu psychózy by bylo jistě zajímavé aplikovat u potkanů linie L2 

dodatečnou zátěž, například psychotomimetická farmaka, infekci v raném věku nebo 

psychický stres, a tak se přiblížit předpokládané etiologii schizofrenie, kde se podle většiny 

autorů kombinují faktory genetické a environmentální. 



 104

4. SHRNUTÍ 
Výsledky popsané v této práci ukazují na rozdíly v chování mezi potkany se sníženou 

expresí Nogo-A a kontrolními jedinci.  

Neprostorová paměť v úloze pasivního vyhýbání i prostorová paměť a navigace 

v Morrisově vodním bludišti jsou zcela normální, v úlohách kolotočového bludiště se ale 

objevuje nápadný deficit. Z toho lze usoudit, že snížená exprese Nogo-A vede  

ke specifickému zhoršení kognitivní koordinace a flexibility, které připomíná kognitivní 

symptomy schizofrenie.  

Přihlédneme-li k biochemickým stanovením klíčových proteinů a jejich laterality 

(Kristofikova a kol., 2013), jsou naše výsledky konzistentní s hypotézou spojující sníženou 

expresi Nogo-A se schizofrenii podobným chováním u laboratorního potkana. 

SUMMARY 
Results described in this thesis demonstrate behavioral differences between the rats 

with decreased Nogo-A expression and wild-type controls.  

Non-spatial long-term memory, assessed in the passive avoidance task, and spatial 

memory and navigation in the Morris Water Maze, were normal, whereas in the Carousel 

Maze tasks, notable cognitive deficit was apparent. This leads to conclusion that Nogo-A 

deficiency leads to a very specific impairment of cognitive coordination and flexibility, 

resembling cognitive symptoms of schizophrenia.  

When taken together with the biochemical assessment of key proteins expression  

and laterality in the brain by Kristofikova et al. (2013), our results are consistent  

with the proposed link between decreased Nogo-A levels and schizophrenia-like behavior  

in the rat.  
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