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Chovani laboratornich potkani v animalnim modelu schizofrenii podobného

chovani navozeném aplikaci latky MK-801

Anotace

Experimentalni modelovani schizofrenii podobného chovani pomoci aplikace
nekompetitivniho antagonisty NMDA receptort, latky MK-801, je v soucasnosti
vyuzivano jako validni model psychotickych onemocnéni. Diplomova prace se
zabyva u¢inky latky MK-801 na pohybovou aktivitu a prostorové chovéni, za

pouziti ulohy aktivniho vyhybani se mistu.

Behaviour of rats in an animal model of schizophrenia-like bahaviour

induced by MK-801

Annotation

Experimental modelling of schizophrenia-like behaviour induced by MK-801, a
noncompetitive antagonist of NMDA receptors, was recently designed as a valid
model of psychosis. Graduation thesis will deal with influence of MK-801 on
locomotor activity and spatial behaviour in active allothetic place avoidance, a

spatial cognition task.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD — Alzheimerova nemoc

AMPA - a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat
ANOVA - analyza rozptylu

BDNF - brain derived neurotrophic factor

CA - cornu Ammonis, Ammonniv roh

DA — dopamin

DAT-KO - dopaminovy transporter knock-out
DMT - N, N-dimetyltriptamin

EPS - extrapyramidovy syndrom

5-HT - 5-hydroxytryptamin (serotonin)

LTP - long-term potentiation (dlouhodoba potenciace)
LSD - dietylamid kyseliny lysergové

MAM - metylazoxymetanol acetat

MK-801 — dizocilpin

MPFC — medialni prefrontalni kortex

NGF - nerve growth factor (nervovy rustovy faktor)
NMDA — N-methyl D-asparat

PCP - fencyklidin

PFC - prefrontalni kortex

PPI — prepulzni inhibice tilekové reakce

SEM - smérodatné odchylka od priiméru

TTX — tetrodotoxin



Uvod

Schizofrenie je zavazné duSevni onemocnéni, sniZujici kvalitu Zivota.
Mezi symptomy schizofrenie se fadi i kognitivni deficit. Spravné fungovani
kognitivnich funkci je duleZité pro nasi orientaci v misté¢ a ¢ase. UmoZiiuje ndm
vnimani minulosti, pfitomnosti, budoucnosti a tudiZ kontakt s realitou. Pracovni
pamét’ je nezbytna k feSeni kazdodennich uloh a situaci. Zpomaleni nebo chybné
zpracovani a uspofadani informaci a mySlenek muze vést k dysfunkcim
informaéniho processingu. U pacientli postizenych schizofrennim onemocnénim
se projevuje kognitivni deficit pfedev§im v poruchach paméti, pozornosti a
exekutivnich funkci, které lze zlepSit podadvanim antipsychotickych latek.
Hlavnimi deficity paméti u schizofrenii postiZenych pacientu jsou poruchy v uceni
a vybaveni. Hlavnim tématem moji diplomové prace je modelovani schizofrenii
podobného chovani a srovnani ucinkid antipsychotickych latek s dirazem na
ovlivnéni kognitivniho deficitu. PfestoZze je schizofrenie typicky lidské

onemocnéni, nékteré projevy se daji pomérné uspésné modelovat i u zvifat.

Cela prace je rozdélena na dvé casti — teoretickou a experimentalni.
Teoreticka ¢ast vysvétluje zakladni pojmy souvisejici s vyuzitim animalnich
modell pouZivanych v neuropsychiatrickém vyzkumu. Jejim ukolem je popsat a
vysvétlit ty aspekty animalnich modeld, které jsou dilezité pro druhou ¢ast prace.
Experimentalni ¢ast prace se zabyva vlivem aplikace latky MK-801 pfedevs§im na
kognitivni funkce laboratornich zvifat a moznosti jejich ovlivnéni pomoci
antipsychotickych latek. Prospé&$nost této prace spatfuji v moznosti hlubsiho
porozuméni animalnimu modelu schizofrenii podobného chovani navozeném
aplikaci latky MK-801 a zaroveri ke klinicky relevantnimu ovéfeni ucinki

antipsychotickych latek.



1. kapitola — Prostorové chovani potkanu

1.1 Behavioralni ilohy jako metoda ke studiu prostorové orientace

Prostor je vSudy pfitomny element, ktery nas obklopuje, ve kterém travime
vSechen svij Cas, ve kterém se pohybujeme a snazime se urCovat nai vlastni
polohu vii¢i ostatnim subjektlim. Prvni zminky o studiu prostoru se objevovaly uz
ve starovéku u Aristotela (384-322 ptf.n.l), ktery povaZoval prostor za spojité
plénum vyplnéné hmotou a povrch kazdého objektu jakoby ,,vlévajici* se do
svého okoli. O dvé tisicileti pozdégji ptisel anglicky fyzik Isaac Newton (1643 -
1727) s mySlenkou ,,absolutniho prostoru®, ktery ma existovat nezavisle na
jakékoliv zZivé bytosti, a ktery neni pfistupny lidskému vnimani. Na rozvoj
kognitivnich véd mély také velky vliv experimenty se psy Ivana Petrovice
Pavlova (1849 - 1936), ve kterych formuloval zakladni principy podminéného a
nepodminéného reflexu vedouciho k podobné odpovédi. John B. Watson (1878 -
1958) prosazoval pfistup oznacovany jako behaviorismus. Behaviorismus klade
diraz na pavlovovské podmitiovani, veskeré chovani povaZuje za nauCené a
zkoumani védomi a vnitinich mentalnich procesti povaZuje za zbyte¢né. Kritikem
tohoto pfistupu byl Edward Chace Tolman (1886 - 1959), ktery sice uznaval
studium chovani jako nejvhodnéjsi psychologickou metodu, ale diiraz kladl i na

vnitini procesy (mysleni), které mohou behavioralni odpovéd’ ovlivnit.

Tolman zavedl koncept kognitivni mapy. Kognitivni mapa obsahuje
informace o prostorovém rozvrZeni prostfedi, o vzdjemnych prostorovych
vztazich mezi riznymi orienta¢nimi body a vztazich mezi nimi a subjektem.
Navigace trasou, ktera vyuziva pfesné sekvence na sebe navazujicich instrukei,
miiZe byt pouZita pouze pro jedinou trasu. Naopak navigace ke skrytym cilim,
pomoci orientace kognitivni mapou je velmi flexibilni. Hypotéza o existenci
kognitivnich map byla pozdéji podpofena objevem neuronli v hipokampalni
formaci potkand, které maji tzv. lokalné-specifickou aktivitu, tzn. Ze generuji
akéni potencidly jenom v pfipadé, Ze se zvife nachazi v urCitém misté
experimentalniho prostoru, tzv. aktivnim poli neuronu (O'Keefe a Dostrovsky,
1971). Neurony sméru hlavy generuji vzruchy pouze pokud se zvife diva uritym
smérem — tzv. smér preference bez ohledu na to, ve kterém misté
experimentalniho prostoru se pravé nachazi. Spole¢né s pozdéji objevenymi

neurony sméru hlavy mohou byt mistni neurony povazovany za nervovy substrat
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kognitivni mapy (Taube, 1998). Jak mistni neurony, tak neurony smeéru hlavy jsou
zavislé na externich vizudlnich orienta¢nich bodech a jakékoliv experimentalni

manipulace s nimi, zplsobi posun aktivnich poli a smér u preference neuronti.

Informace pouzité pifi tvorbé kognitivnich map mohou pfichazet do
centrdlni nervové soustavy ze dvou riznych zdroji. Allotheticka navigace
integruje informace o prostorovych vztazich mezi orientaénimi body, které se
nachazeji v blizkém i vzdalenéjSim okoli zvifete. Naopak idiotheticka navigace
zahrnuje zpracovani informaci generovanych béhem aktivni ¢i pasivni lokomoce
subjektu ¢i informaci pfimo zavislych na této lokomoci (Mittelstaedt a
Mittelstaed, 1980).

Allothetickd navigace je prostorové chovani vychazejici vyluéné ze
smyslovych informaci pfichazejicich z vnéjSiho prostiedi, napt. zrakova, Cichova,
akusticka atd. Pfikladem allothetické orientace je navigace v Morrisov€ vodnim
bludisti, ve kterém jsou potkani trénovani hledat cestu ke skrytym cilim
z jakéhokoliv mista bazénu na zaklad€ informaci o poloze okolnich orienta¢nich
bodi a podle jejich konfigurace ur€it svoji polohu vii¢i t€émto orientaénim bodim
a cili.

Idiothetickd orientace zahrnuje zpracovani signalu generovaného pfi
pasivnim a aktivnim pohybu s informaci pfimo souvisejici s timto pohybem.
Zdroji idiothetické informace jsou vestibularni polokruhovité kanalky registrujici
uhlovéa zrychleni pohybu hlavy, vestibularni otholitické receptory lokalizované
v sacculu a utriculu vestibularniho aparéatu a registrujici linearni zrychleni pohybu
hlavy, proprioreceptory svalovych, $lachovych a kloubnich receptoru a jejich
integrace s eferentnimi motorickymi kopiemi. Soucasti idiothetické orientace tedy
mohou byt i n€které externi signaly napf. opticky ¢i hmatovy tok (Mittelstaedt,
2000).

Integrace drahy (path integration) je proces zaznamenavani informace
generované béhem aktivniho a pasivniho pohybu subjektu a integrovéani této
informace s cilem obdrzet vysledny vektor (homing vector), ktery zavede subjekt
z kteréhokoliv mista pfimo zpét na vychozi misto jeho exploraéni trajektorie

(Alyan a Jander, 1994).
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Radialni bludisté bylo navrzeno jako zéklad pro testovani prostorové
paméti hlodavci v sedmdesatych letech dvacatého stoleti. Bylo vytvofeno pro
testovani riznych forem paméti za pouziti vizualnich a jinych senzorickych
orientacnich bodi vyuzZitelnych pro feSeni dané ulohy. Typicky se bludi$té sklada
z centralni kruhovité platformy, ke které je pfipojeno n€kolik radidlnich ramen.
Pocet ramen je nejcastéji osm, ackoliv ¢tyframenna ¢i dvanactiramennd bludiste
jsou také pouZivana. V prostorovych testech jsou potravné deprivovani potkani
pokladani na centralni platformu a je jim dovoleno navs$tévovat jednotliva ramena,
na jejichZ konci je potravova odména. Po zkonzumovani odmény se zvifata vraci
na centralni platformu a mohou si vybrat dal$i rameno, do kterého vstoupi. Pokud
je testovana pracovni pamét, obsahuji na zac¢atku kazdého sezeni viechna ramena
potravu a optimalnim feSenim potkana je navstivit postupné vSechna ramena a
zaroven kazdé navstivit pouze jednou. Radialni bludi§té¢ mize byt rovnéz vyuzito
pro testovani dlouhodobé referenéni paméti. V tomto pfipadé€ opakovanych sezeni
je odména pouze v urCitych ramenech a zvife ma za ukol navs$tévovat pouze

ramena s odménou a vyhnout se prazdnym ramendm.

Morrisovo vodni bludisté (MWM) je kruhovity bazén naplnény vodou,
ve kterém je umisténa malad kruhovita platforma, slouZici jako ostrivek,
lokalizovana ve stfedu jednoho kvadrantu bazénu. Ostrivek miiZze byt tésné pod
hladinou a proto neni pfimo vidét. Zvife ho najde jen pokud k nému doplave.
Vjiné variant¢ pokusu je ostrivek vynofeny nad hladinou a tudiz pfimo
viditelny. Potkani jsou vypousténi z riznych mist na periferii bazénu a maji za
ukol doplavat k ostriivku a vylézt na néj. Pozice ostriivku mize byt konstantni po
celou dobu tréninku nebo se miZe ménit od plavby k plavbé. Potkani hledajici
skryty ostrivek jsou jej schopni nalézt za stejné kratkou dobu, pokud je jeho
poloha konstantni, i kdyZ jsou vypou$téni zriznych mist na okraji bazénu
(Morris, 1981). Pokud se poloha skrytého ostrivku ndhodné zméni mezi
plavbami, jedinou strategii, jak ostriivek nalézt, je ndhodné hledani a latence od

vypusténi potkana k nalezeni ostriivku je podstatné delsi (Stuchlik, 2003).

Uloha preference mista je ulohou, ve které jsou potkani trénovéni
pohybovat se po aréné a sbirat potravinové pelety, které padaji na arénu pouze
pokud potkan navstivi ur€ité pfedem definované misto na aréné tzv. spoustéci

misto. Trajektorie dobie trénovaného potkana se zpravidla skladd z relativné
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pfimych useki, kdy potkan po zkonzumovani spadlé pelety b&Zi na spoustéci
misto, a z usekil, kde spadlou potravu vyhledava. Metoda preference mista byla
uspéSné pouZita pfi studiu mistnich neurond, kdy bylo zjisténo, Ze vétSina
aktivnich poli mistnich bunék ustavenych na stabilni aréné se rozpadne ¢i zméni
svoji polohu pokud se zvife pohybuje po rotujici aréné nahodné. Pokud je vsak
pfedtrénovano vykonavat ulohu preference mista a toto misto je stabilni
v koordinatovém systému mistnosti, neni vétSina aktivnich poli mistnich neuroni
rotaci ovlivnéna. Uloha preference mista jaksi ,,uzamkne* aktivni pole mistnich

neuronil v soufadnicovém systému mistnosti (Bures et al., 1998).
1.2 Uloha aktivniho vyhybani se mistu (AAPA)

Ve vyzkumu mechanismu prostorového chovani je mozné pouzit
behaviordlni metody zaloZené na negativni motivaci subjektu — napfiklad
vyhybéni se mistu. Ulohy vyhybani se mistu maji dv€ zékladni modifikace —

aktivni vyhybani se mistu a pasivni vyhybani se mistu.

Novou metodou pouZzitelnou pro vyzkum allothetické prostorové orientace
je uloha aktivniho vyhybani se mistu (Cimadevilla et al., 2000b). Pfi aktivnim
vyhybani se mistu se musi potkan aktivné pohybovat, aby se vyhnul potrestani.
Na kruhovité aréné¢ je vymezena zakdzand oblast, kterd je definovana
v soufadnicovém systému mistnosti. Po vstupu do této oblasti je zvife potrestano
mirnym elektrickym Sokem. Pokud by se potkan aktivné nepohyboval, byl by
opakovan¢ zavazen do zakazané oblasti postupnym otaCenim arény. Zvife se vSak
brzy nau¢i aktivné se pohybovat proti sméru rotace a kompenzovat tak pasivni
pohyb dany otacejici se arénou. Docasna inaktivace hipokampu mikroinjekci
tetrodotoxinu naruSuje orientaci v této prostorové uloze (Cimadevilla et al.,
2000a), podobné jako je tomu v allothetické verzi Morrisova vodniho bludisté
(Morris, 1981). Tato uloha je citliva i k jednostranné hipokampdlni inaktivaci
(Cimadevilla et al., 2001). Uloha aktivniho vyhybani se mistu se pouziva ve dvou
modifikacich. Pfi prvni jsou potkani umisténi na rotujici arénu a maji za kol se
pouze vyhybat zakazané oblasti definované v soufadnicich mistnosti. Ve druhé
potravné deprivovani potkani vykonavaji vySe zminénou ulohu a jest¢ k tomu

sbiraji pelety dopadajici na arénu.
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V tloze pasivniho vyhybdni se mistu mé& potkan za ukol potlacit své
pfirozené chovani, napf. explora¢ni aktivitu, aby se vyhnul potrestani, ale
nevyZzaduje po zvifeti, aby se aktivné pohybovalo po aréné pouze s cilem vyhnout
se zakézané oblasti. Namisto toho jsou potravové deprivovani potkani trénovani
se po aréné pohybovat a sbirat pelety a zaroven se vyhybat mistu definovanému
v urCitém soufadnicovém systému. Zakdzané misto muze byt definovano
v soufadnicovém systému mistnosti, podobné jako u allothetického aktivniho

vyhybani se mistu, ale také v soufadnicovém systému arény.
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2. kapitola — Schizofrenie

2.1 Struéné o nemoci

Schizofrenie je zavazné duSevni onemocnéni. Pojem schizofrenie je
odvozen z feCtiny, kdy ,,schizo” znamena $tépit a ,,phren” znamena rozum a
mySleni. Nazev zavedl némecky psychiatr Eugen Bleuler (1857-1939) na pocatku

“p ee

textech.

Schizofrenii provdzi zmény mysleni a vniméni reality. Projevy této
duSevni poruchy jsou nejednotné. Schizofrenie je pfesto definovana pomoci
syndromi, které jsou shrnuty v diagnostickych manudlech DSM IV a ICD 10.
NejcastéjSi rozdeleni symptomi u schizofrenie je na pozitivni a negativni
symptomy. Pozitivni symptomy (halucinace, bludy, stereotypie) zhorSuji béZné
funkce mozku a negativni symptomy (anhedonie, socilni a citové staZeni) svédci
pro ztratu normalni funkce mozku. Negativni symptomy nejsou specifické jen pro
schizofrenii, ale jsou pfitomny i1 u jinych, napfiklad organickych poruch,
pfedevSim po poskozeni frontalnich lalokd (Carlsson, 2004). Je pravdépodobné,
Ze pozitivni a negativni symptomy jsou na sobé nezavislé. Pozitivni symptomy
zahrnuji nadmérnou aktivitu mesolimbického dopaminového systému. Naopak
negativni symptomy jsou zptisobeny spiSe vyvojovymi a degenerativnimi procesy,
které zhorSuji fyziologické funkce ur€ité oblasti mozku, napt. prefrontalni kiry
(Carlsson, 2004). Mezi symptomy schizofrenie se fadi i kognitivni deficit, ktery
zahrnuje problémy s orientovanou pozornosti, vizualnim a verbalnim
vybavovanim, pracovni paméti a exekutivnimi funkcemi. U nékterych pacientt se
schizofrenii se vyskytuje kognitivni deficit v celém pribéhu onemocnéni (Heaton
et al., 1994).

Casto se objevuji tizkost, bludy a halucinace. U pacientii se schizofrenii
dochézi k celkovému tpadku osobnosti. Pacient mize byt vztahovacny, neustale
pronasledovany bludy a smyS$lenkami, mluvi si pro sebe, vytvaii umély svét.
K paranoidnim pfedstavam se pfidruzuji poruchy pohybu a vnimani. Citova
otupélost, jindy extrémni priecitlivélost je doprovazena tvorbou neologismi a
nesmyslnych souslovi. Schizofrenik je velmi plachy a neustadle ztraci

spolecenskou jistotu a své misto ve spolecnosti. Emoce jsou vystupfiované a
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neodpovidaji situacim, které Zivot pfinasi. Schizofrenici maji ¢asto vysoké sklony
k sebevrazdam. Schizofrenie ma mnoho podob, jsou leh&i piipady, ale i velmi
zavaZzné. Sluchové a nékdy i vizualni halucinace jsou také doprovodnymi jevy

choroby.

Neni vymezena pfesna doba projevu nemoci, nicméné nejéast&ji dochazi
k propuknuti nemoci obvykle mezi 16. — 25. rokem Zivota. Epidemiologické
studie ukazuji rovnomérny vyskyt schizofrenie ve vSech Castech svéta s
celoZivotni prevalenci v mezich 1,4-1,6 ptipadi na 1000 obyvatel (Jablensky,
1997). Schizofrenie miiZze vazné€ poSkozovat mozkové funkce, ale také mize

odeznit bez poruch kognitivnich a intelektovych funkci.

Dédi¢nost hraje velkou roli pti vzniku choroby. Jak genetické vlivy, tak
vlivy prostfedi jsou nezbytné pro manifestaci symptomi schizofrenie.
Proménlivost projevi schizofrenie je vysledkem proménlivosti genotypu i zmény
prostfedi. Mezi nejvyznamnéj§i vlivy prostiedi se fadi stres, slabé socialni
interakce a pomérné velkou roli mulize hrat i zneuZivani navykovych latek.
V soucasnosti se predpokladd, Ze dédiCnost schizofrenie je polygenni, se
vzajemné se ovliviiujicimi mnoholetnymi genetickymi lokusy. Tento model
dédicnosti schizofrenie predpokldd4, Ze onemocnéni se projevi, aZ ucinek celé
fady genl ptfekroci uréitou prahovou hodnotu. Faktory prostfedi vysveétluji vznik
schizofrenie asi z 20-50 % a maji vliv pfedev$im na regulaci genetické exprese.
Na genetické vlohy pti vzniku schizofrenie ukazuji adop¢ni studie, nahromadéni
schizofrenie v rodinach a studie s dvoj¢aty. Vloha k onemocnéni miZe byt
pfenasena klinicky nediagnostikovanymi jedinci. Dal$i podporou pro vyznamnou
ulohu genetické sloZky u schizofrenie jsou adopéni studie. Adop¢ni studie
ukazaly, Ze riziko spojené s nemoci rodi¢e nezanika vychovou v adoptivni rodiné

(Gottesman a Shields, 1982).

V soucasné dobé se vyzkum genetického vlivu u schizofrenie zamétuje na
hledani gent, které jsou spojeny s endofenotypy schizofrenie. Byla provedena
také fada studii vazby. Cilem téchto studii bylo najit jak blizko jsou u sebe dva
genetické lokusy: lokus spojeny s fenotypem choroby a gen pro ur€ity ukazatel.
Pokud jsou dva lokusy blizko sebe, je vétsi pravdépodobnost, Ze se dostanou oba
do genetické informace potomka spole¢né. Chromosomovéa lokalizace ukazatele

tak prostfednictvim t€snosti vazby udava i pfiblizné umisténi genetického lokusu
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pro fenotyp choroby. VétSina genli nalezena v mistech na chromozémech pro
genetickou vlohu ke schizofrenii souvisi s glutamatergnim systémem. Tyto studie
se provad€ji v rodinach s vétSim poctem piibuznych a s nékolika nositeli
chorobného fenotypu nebo v populaci s vysokou mirou genetické piibuznosti.
Dal3im typem genetickych studii jsou asociaéni studie. Ty vychazeji z hypotézy o

spojeni ur¢itého zndmého genu a choroby.

Schizofrenie se dé€li na né€kolik dalSich podtypi, jakymi jsou naptiklad
hebefrenni, katatonni, paranoidni, rezidualni, nediferencovana a simplexni forma.
Hebefrenni schizofrenie se obvykle zacinad projevovat v dobé dospivani a
projevuje se nevhodnym a necitlivym chovanim vi¢i svému okoli nebo
naladovosti. MiZe se vyskytovat i nelogicka fe¢. Okoli tyto symptomy casto
Zprvu povazuje za projevy puberty u postizené¢ho. Katatonni forma schizofrenie
je velmi vzacna, projevuji se u ni pfedev§im psychomotorické poruchy, kdy
postizeny napfiklad zaujimé nezvyklé, az krkolomné polohy, ve kterych je
schopen zustat bez hnuti i n€kolik hodin. Tyto epizody klidu jsou potom stfidany
epizodami agitovaného a neklidného chovéni. Paranoeidni schizofrenie je ziejmé
nejznaméj$im typem schizofrenniho onemocnéni. PostiZzeny trpi bludy, pocity, Ze
je neustale pronasledovan, je nesmirné vztahovaény a ma tendenci zveliCovat
nepodstatné projevy svého okoli a povaZovat je za nebezpe¢i pro svou vlastni
osobu. Simplexni forma schizofrenie je charakterizovana predev§im postupnym
uzaviranim se do sebe sama, desocializaci, ztratou hygienickych navyka apod.
K 1é¢bé schizofrenie a podobnych psychiatrickych onemocnénich se pouzivaji
léky ze skupiny antipsychotik, které pozitivné ovliviiuji myS$leni a zbavuji
nemocné halucinaci, oslabuji bludy a nebo alespoii méni vztah k nim, pacifikuji
neklidné a agresivni pacienty, ale bohuzel mohou mit i vedlejs$i neZzadouci G¢inky.
NejcastéjSim neZadoucim udinkem je extrapyramidovy syndrom, projevujici se

svalovou ztuhlosti a tfesem, ktery je dobfe ovlivnitelny anticholinergnimi 1éky.

Kognitivni deficit u schizofrenie se zasadné€ podili na podobé vyslednych
stavii onemocnéni, véetné pracovniho a socialniho zatazeni. Jednim z kli¢ovych
kognitivnich postizeni jsou poruchy paméti. Pamét je funkci celého mozku,
pfiéemz nékteré struktury jakymi jsou hipokampus, kde dochazi ke zpracovani
senzorické informace, bazalni ganglia a amygdala, zodpovidajici za emocni

pamét, diencefalon, ktery pomaha pamatovat si udélosti, a asociani korové
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oblasti spolecné s prefrontdlnim kortexem hraji kliCovou tlohu. U pacientd
dochazi k rozsiteni komorového systému a regionalnimu rozsifeni mozkovych ryh
(Hoschl et al., 2004).

Vyzkum pamét'ového deficitu u schizofrenie se soustied’uje ptedev§im na
pracovni pamét’ a na poruchy informaéniho processingu: zpomaleni zpracovani,

poruchy koordinace a organizace informaci (Rodriguez et al., 2004).
2.2 Poruchy neuropienasecovych systému

Dopaminergni model se opira o plvodni dopaminovou hypotézu
schizofrenie, kterd vychazi z pfredpokladu, Ze hyperaktivita dopaminergnich
neuront v limbické oblasti vyvolava pozitivni symptomy schizofrenie a naopak
sniZzena aktivita dopaminergnich neuroni v kortikalnich oblastech generuje
negativni symptomy (Carlsson, 1995). Nejcastéji se pouziva aplikace latek
amfetaminu a apomorfinu. Aplikace vysokych davek téchto latek schizofrennim
pacientim prohlubuje jejich psychotické symptomy a u zdravych jedincti ptisobi
psychotomimeticky. U zvitat tyto latky zptisobuji kratkodobé i dlouhodobé zmény
chovani, predev§im hyperlokomoci, kterou =zapfiCifiuje zvySend aktivita
v mezolimbickém systému. Naopak stereotypii podmiriuje zvySena aktivita striata
(Moore, 1999). Podani amfetaminu nebo apomorfinu navozuje i kognitivni deficit,
ale nezptisobuje socialni deficit. VSechny uvedené zmény mohou byt ovlivnény

podanim typickych a atypickych antipsychotik (Swerdlow a Geyer, 1998).

DA-zprostiedkované nepodminéné chovani je hodnoceno pozorovanou
lokomo¢ni aktivitou, katalepsii a stereotypnim chovanim. DA-zprostiedkované
podminéné chovani zahmuje vznik reakce podminéné odménou (bud’ potravou
nebo stimulaci mozku), preferenci mista, podminénou aktivitou a nebo
podminénym vyhybanim se reakci. Schopnost pozornosti a zpracovani informace

je Casto méfena PPI (Swerdlow a Geyer, 1998).

Serotonergni model vychazi ze znamych psychotomimetickych vlastnosti
nékterych halucinogennich latek (LSD - dietylamid kyseliny lysergové, DMT —
N,N-dimetyltriptamin). Jedna se o agonisty serotoninovych receptorii (SHT-;4) a
jejich podani lidem vyvola projevy, které se podobaji ¢asnému stadiu schizofrenie
(Bowers, Freedman 1996). Uziti téchto latek plsobi pfedeviim vizudlni
halucinace. Naproti tomu pro schizofrenii jsou typické predev§im halucinace
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sluchové. Néktera antipsychotika pouZivana v klinické praxi pisobi také mimo
jiné jako S5HT-;o antagonist¢ a i samotni S5HT-)ac antagonisté maji
antipsychotické ucinky (Schmidt 1997). Vétsina atypickych antipsychotik ma

vyraznou afinitu k serotoninovym receptorim (Horacek, 2004).

V  poslednich letech je <casto diskutovana Uuloha glutamatergni
neurotransmise v etiopatogenezi schizofrenie. Glutamatergni model schizofrenie
je zaloZen na blokddé¢ NMDA receptori nekompetitivnimi antagonisty jakymi
jsou MK-801, ketamin, PCP (Coyle et al.,2004). Glutamat je hlavnim excitaénim
neurotransmiterem v mozku savci, ktery aktivuje dvé funkéné€ rozdilné skupiny
receptori: metabotropni receptory a ligandem fizené iontové kanaly propustné pro
Na*, K* a Ca*". Ionotropni glutamétové receptory lze podle aktivace specifickym
ligandem dé€lit na podskupinu non-NMDA receptory, kam patfi receptory
aktivované  o-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazol propionovou kyselinou
(AMPA) a kainatové receptory specificky aktivované kainatem. Druhou

podskupinou jsou NMDA receptory.
2.3 Schizofrenie jako porucha glutamatergni transmise

Glutamatergni systém hraje dilezitou roli pfi vyvoji mozku, jeho plasticité
a neurotoxicité. Glutamatergni neurony piedstavuji prakticky polovinu vSech
neuronli v CNS. Soucasné ptedstavy o patologii schizofrenie kladou diikaz pravé
na diskonektivitu glutamatergnich neuronii. Blokaida NMDA receptort u zdravych
jedincti vyvolava vizualni halucinace, euforie a zéaroveri kognitivni deficit
(Krystal, 2004).

Glutamatergni animélni model schizofrenie, ktery byl zaveden pted 20
lety, je zaloZen na blokadé NMDA receptori. U zvifat tito antagonisté zptisobuji
celou baterii zmén chovani, kterou miZeme povaZovat za komplexni korelat
psychozy u ¢lovéka. U zdravych jedincd akutni podani PCP vyvolava vizudlni
halucinace, euforii, katatonii a zaroven kognitivni deficit (Krystal, 1994).
Dlouhodobé podavani PCP ma potom za nasledek sluchové halucinace, kognitivni
deficit, anxidzni nebo paranoidni chovani a socidlni deficit (Jentch a Roth, 1999).
Tyto nalezy vedou khypotéze, Ze porucha glutamatergniho systému hraje

dilezitou roli v neurobiologii schizofrenie. U post mortem studii mozkl pacientil
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se schizofrenii byly nalezeny zmény v metabolizmu glutamatu a v expresi

glutamatovych receptorti (Jentch a Roth, 1999).

U hlodavcil a opic zplisobuje nizkd davka téchto latek hyperlokomoci,
stereotypni chovani, poruchu kognitivnich funkci, poruchu ve zpracovani
informaci a zhorSuje socidlni chovani (Jentch a Roth, 1999). Akutni podani
antagonisti NMDA receptori zvySuje extracelularni hladiny dopaminu, glutamatu
a acetylcholinu v prefrontalni kire (Verma a Moghaddam, 1996) a moduluje

aktivitu dopaminergnich neuronil v nc. accumbens (O 'Donnell a Grace 1998).

Tento model nabizi mozZnost testovani novych lékti v 1é€bé schizofrenie,
zaloZzenych na zvySovani aktivity NMDA receptori prostfednictvim
metabotropnich glutamatovych receptori nebo ovlivnénim non-NMDA typu
ionotropnich receptorti (Moghaddam a Adams, 1998). Navic mnoho antipsychotik
pusobi pfimo na NMDA receptory a miiZe tak ovliviiovat aktivitu glutamatergniho

systému (Ossowska et al., 2000).
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3. kapitola — Experimentalni modely schizofrenii podobného chovani

3.1 Vyznam animalnich modeli

Animalni modely neuropsychiatrickych onemocnéni je pomérmné obtizné
vytvofit, nebot’ hlavnimi pfiznaky u lidskych pacientii jsou abnormalni vnitini
stavy. Nicméné nezanedbatelny pocet animalnich — farmakologickych, 1ézovych a
genetickych modelt, které byly vyvinuty, a které simuluji nékteré aspekty
nemoci, mohou byt vyuZity jak pfi objastiovani pfi¢in onemocnéni, tak pfi vyvoji
potencialnich 1é&iv. Zadny z téchto modelt neni schopen zcela pokryt rozmanitost
projevi psychiatrickych onemocnéni, ¢asteCné také proto, Ze prevazna cast

pokusnych subjektl jsou potkani, a¢koli primati jsou ptileZitostné také vyuzivani.

Animalni modely vychédzeji z morfologickych, biochemickych a
genetickych nalezl u pacientii s neuropsychiatrickou diagnézou. Vyuzivaji se pfi
vyzkumu fyziologie a patofyziologie mozku a pfi vyvoji a testovani novych
lé¢ebnych postupti a farmakologickych preparati. Jejich vyuziti kon¢i tam, kde
zadinaji nejvys8i funkce lidské psychiky, mezi které patfi abstraktni mysSleni,
subjektivni prozivani ¢i jazyk.

Vyznam animalnich modeld je pfedev$im v oblasti modelovani lidskych
onemocnéni. Jejich funkci neni plné odrazet lidskou patologii dané nemoci, ale
najit ur¢itou shodu mezi symptomy lidského onemocnéni a zménami u zvitat na
riznych udrovnich zkoumani. Pfi tvorbé animalnich modeli dochazi k izolaci
urlitych znaki nemoci nebo symptomid ze Sirokého klinického obrazu
onemocnéni, které se studuji jednotlivé. Animalni modely dovoluji provést
farmakologické a fyziologické manipulace a podle nich vybirat do studie

odpovidajici subjekty (Geyer a Markou, 1995).

Schizofrenie je typicky lidska psychoza a je tedy u laboratornich zvifat
velice obtiZzné pfesné napodobit percepéni a emocni rysy tohoto onemocnéni.
V soudasnosti neexistuje animalni model, ktery by zahrnoval vechny znaky
schizofrenniho onemocnéni. Animalni modely mohou byt pouzity pouze pro lepsi
pochopeni  patofyziologickych ~ mechanismii  provazejicich  psychoticka
onemocnéni v&etné schizofrenie. Zadny model nepokryva zcela etiologii, nebot’
pfesny mechanismus vzniku schizofrenie neni doposud objasnén. Pfi modelovani

schizofrenie je diiraz kladen na ovéfovani riiznych teorii, které se snaZi odhalit
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nebo potvrdit predpokladané piic¢iny této choroby. Cilem je studovat vyznam
biologickych nalezti u této choroby a snazit se vysvétlit mechanizmy schizofrenii
podobného chovani a na zékladé€ téchto vysledki navrhovat nové terapeutické a
diagnostické postupy ¢i testovat uéinnost farmakologickych latek. Modely se

obvykle déli na neurovyvojové, farmakologické a genetické (Hoschl et al, 2003).

Neurovyvojové modely vychazeji z koncepce, Ze schizofrenie vznika
v dusledku chybného vyvoje mozku vranych fazich vyvoje, které vedou ke
zménam jeho funkce i celkového chovani, a které se projevuji az v Casné
dospélosti jedince. Tyto modely testuji vyznam rizikovych faktori, které ptsobi
béhem prenatalniho a perinatalniho vyvoje a snazZi se objasnit patofyziologické
mechanizmy vyvolavajici vznik schizofrenii podobného chovéani vzhledem
k morfologickym zménam v riznych oblastech mozku. Mezi neurovyvojové
modely se fadi malnutriéni model zaloZeny na vlivu podvyZivy na normalni
vyvoj mozku, prenatalni expozice virem chripky a dal§i viry indukujici

morfologické zmény hipokampu, kortexu i mozecku.

Neméné vyznamnym animalnim modelem jsou mozkové léze, které
pfispivaji k objasnéni patofyziologie a neurovyvoje jednotlivych ¢asti mozku ve
spojeni se schizofrenii. Animalni lézové modely dovoluji piesné kontrolované
zasahy do vyvijejiciho se nebo dosp€lého mozku a mohou byt srovnavany
s chovanim a neurobiologickymi nalezy ziskanymi z lidskych studii. Casné
excitotoxické 1éze ventralniho hipokampu a ventralniho subikula, struktur, které
maji spojeni s prefrontalni mozkovou kurou, méni v dospélosti citlivost na
amfetamin a antagonisty N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptort
(dizocilpin-MK-801, fencyklidin-PCP). Stim souvisi i deficit PPI, latentni
inhibice a souc¢asné zhorseni socialniho chovani spolu s defektem pracovni paméti
(Lipska a Weinberger, 1993). Podani antipsychotik (haloperidol, clozapin)
normalizovalo nékteré zmény v chovéni zvifat sneonatdlni 1ézi (Lipska a

Weinberger, 1994).

Haloperidol blokuje vznik hyperaktivity u zvifat slézi v hippokampu,
frontalnim kortexu a dorzolateralni PFC. Tato zvifata maji zhorSeni PPI, které se
objevuje v 56. a ne v 35. dni po aplikaci (Lipska, 1995), sniZeni haloperidolem
vyvolané Kkatalepsie, snizeni apomorfinem indukované stereotypie (Swerdlow,

1995), narust amplitudy ulekové reakce, pretrvavajici deficit v prostorovém uceni
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a pracovni paméti (Chambers, 1996). Potkani slézi také maji sniZzené
extracelularni hladiny DA ve striatu po vystaveni stresu nebo po pusobeni
amfetaminu (Lillrank, 1999).

Excitotoxické 1éze medialniho prefrontalniho kortexu (MPFC), zptisobené
intrakranidlni injekci ibotenové kyseliny v 7. dni ontogeneze potkand, byly
zkoumany jako potencidlni modely psychézy. Léze MPFC zpusobuji strukturalni
zmény stejné jako pfi schizofrenii a reguluji hladinu DA ve striatu (Jaskiw,
1990). Zadné zmény v amplitudé tlekové reakce nebo v PPI viak nebyly
zaznamenany pfi neonatalnich lézich MPFC (Brake, 2000). Mediélni prefrontalni
kortex a ventralni hipokampus jsou soucasti struktur zodpovédnych za patologii
schizofrenie a jsou vzdjemné propojeny (Carr, 1996). Aferenty vychazejici
z hipokampu do PFC pfenaseji excitaéni signaly zprostfedkované pres

glutamatem a/nebo aspartatem ovladané NMDA a AMPA receptory (Jay, 1992).

Abnormality v téchto strukturich mozku také zpisobuji hlavni
neuropsychologicky deficit nalézany u schizofrenie, a zvifata s 1ézemi v téchto
strukturach sdileji n€které fenotypické znaky se schizofreniky. Léze cilené do
PFC nebo hipokampu maji vliv na neuradlni funkce zprostfedkované obéma
oblastmi, coZ musi byt uvazovano v interpretacich téchto 1ézovych studii (Wong,
2003). Mimo ¢asné léze ventralniho hipokampu byly podobné nalezy ziskany také
po perinatalnim poSkozeni medidlniho temporalniho laloku primati (Bachevalier
et al., 1999), talamu a prefrontalni kiry potkantu (Flores et al., 1999; Lipska a
Weinberger, 2000) nebo po 1ézi zplsobené intracerebroventrikularnim podanim
excitotoxické kyseliny kainové u mladéte potkana (Csernansky et al.,, 1998).
Jednim z moZnych vysvétleni téchto pozdnich projevii zmén v chovéani je
predpoklad, Ze nékteré jiné oblasti mozku mohou kompenzovat 1éze vzniklé pied
pubertou, tj. v dob€, kdy poSkozené struktury nemusi byt jesté plné funkcni.
Avsak v dospélosti, kdy se jiz do funkce zapojuji vSechny struktury mozku, se
zmény v chovani mohou plné€ projevit (Goldman, 1971). Dalsi vysvétleni spociva
ve zjiSténi, Ze Casna léze by mohla snizit kompetici mezi jednotlivymi neurony a
tim chranit nékteré buriky ¢i spojeni pfed normalnim zanikem béhem vyvoje
(Kolb a Gibb, 1990).

Farmakologické modely jsou zaloZeny na pouziti latek — amfetaminu,

apomorfinu, fencyklidinu — PCP, dietylamidu kyseliny lysergové — LSD,
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dizocilpinu — MK-801, apod., které u lidi zhorSuji nebo piimo vyvolavaji
psychozu prostfednictvim piisobeni na neurotransmiterové systémy. Vliv téchto
latek je Casto studovan pomoci behavioralnich testd. Mezi farmakologické modely

se fadi dopaminergni, serotonergni a glutamatergni modely.

Genetické modely schizofrenie jsou zaloZeny na pouZiti transgennich
zvifat, tj. geneticky modifikovanych laboratornich zvifat s cilené odejmutym
(knock-out) nebo nefunkénim (knock-in) genem nebo na selekci inbrednich
kment hlodavct s definovanym chovanim. Prvni genetické modely byly zaloZeny
na vyjmuti genu ruznych dopaminovych receptori (D;,Ds3), popfipadé genu
dopaminového transporteru DAT-KO mys$i (Gainetdinov et al, 2001).
Homozygotni mySi (2/2) maji zvySenou extracelularni hladinu DA, protoze je
inhibovano jeho zpétné vychytdvani (Jones, 1998), vykazuji hyperlokomoci
(Giros, 1996) a zvySené stereotypni chovani. Také maji deficit
v senzomotorickém zpracovani a prostorové orientaci (Ralph, 2001), ale nemaji
deficit v socialni interakci. Hyperlokomoce je potlaovana antipsychotiky
(Spielewoy, 2000). Zatimco farmakologické modely schizofrenie pocitaji
s dopaminergnimi latkami, DAT-KO my$i mohou byt pfinosem pro porozuméni
abnormalitdim v chovani, spojovanym se schizofrenii, jako disledku
hyperdopaminového stavu, jest¢ dfive, nez patologie v DAT bude prokazana u

schizofrenie.

Vzhledem k rostoucimu vyznamu glutamatergni hypotézy schizofrenie
byly provedeny genetické manipulace také s NMDA receptory. Mysi s vyfazenou
NR2A podjednotkou NMDA receptoru (NR2A-KO mySi) vykazovaly
hyperlokomoci i kognitivni deficit (Miyamoto et al., 2001). Nejvice prostudovany
geneticky model je navozeny 5% sniZzenim exprese NR1 podjednotky NMDA
receptoru u mys$i. MySi svyfazenym genem pro NR1 podjednotku maji
nedostateCnou expresi NMDA receptoru diky mutacim v genu pro NRI
podjednotku. Takto modifikované mysi vykazuji hyperlokomoci, socialni deficit a
stereotypii. Tyto zmény chovani lze ovlivnit podanim haloperidolu nebo

clozapinu (Mohn et al., 1999).

V soucasnosti se vytvareji i modely, které manipuluji s geny dileZitymi
pro migraci bunék a jejich komunikaci béhem vyvoje mozku napt. Reelin protein,

NCAM-180 (Lipska a Weinberger, 2000). Mys$im mutantim coloboma chybi
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oblast, obsahujici geny pro SNAP-25 a b-1 izoformu fosfolipazy C (Heyser,
1995). Tito mutanti vykazuji hyperaktivitu nalézanou u potkand F344 slézi
ventralniho hipokampu, podobnou jako hyperaktivita zplisobena podavanim
amfetaminu (Geyer, 1987). Hyperaktivita coloboma mutantii je napravena inserci
transgenu SNAP-25 do genomu mutantniho zvifete, coZz prokazalo, Ze
hyperaktivita byla zpisobena deleci SNAP-25 (Hess, 1996). Coloboma mysi také
v ur€itych oblastech vykazuji deficit v neurotransmisi, zejména v uvolfiovani

glutamatu a DA (Raber, 1997).
3.2 Validita modeli

Pro experimentdlni vyuZiti animalnich modelli je nezbytné, aby
vykazovaly vysokou miru spolehlivosti a prediktability. Jinymi slovy miru
schopnosti pifedpovidat vybrané modelové vlastnosti u ¢lovéka a vést k lepSimu
porozuméni daného fenoménu. Tato vlastnost by neméla byt zaméfiovana
s farmakologickym izomorfizmem (tj. s pravdépodobnym uc¢inkem u lidi). Model
musi byt pochopitelné také dostateéné konzistentni a stabilni (Geyer a Markou,
1995).

Pro tyto ucely byl pro animalni modely vytvofen pojem validita neboli

platnost modelu. Bylo uréeno nékolik kritérii, ktera uréuji vlastnosti modelu.

wiv s

vvvvvv

modelu z pohledu u¢inku farmakologickych latek, resp. se jedna o index presnosti
modelu ve vztahu k identifikaci ur€ité tfidy farmakologickych latek. Jestlize ma
latka schopnost ovlivnit pfiznaky poruchy také u ¢lovéka, ma model vysokou
predikéni validitu (Donat, 1999). Dal§im dileZitym kritériem je konstruktivni
validita, vyznamna zejména u modeli zaloZenych na znalosti znamé etiologie
lidské patologie, snazici se pfi¢inu choroby objasnit. Vyjadtuje, do jaké miry je
pfi¢ina projevii u ¢lovéka a zvifete shodnd. Fenomenologicka validita je
zaloZzena na vyuziti analogie se symptomy lidské patologie (Overall, 2000).
Dalsimi kritérii mizZe byt rozliSovaci validita modelu, kterd ukazuje schopnost
modelu byt specificky pouze pro ur€ité onemocnéni a konvergentni validita

ukazujici miru shody mezi riznymi modely stejného onemocnéni.
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Pi1 vytvafeni animalnich modeli psychotickych stavi je tfeba brat zietel
na fakt, Ze schizofrenie a ji podobné poruchy jsou typicky lidskym onemocnénim.
Neni tedy mozné vytvofit model suplnou konstruktivni, fenomenologickou i
predik¢éni validitou. Na chovani laboratornich zvifat mizeme tedy sledovat
zmény, které jsou analogem klinickych aspektt schizofrenie. Napfiklad korelatem
pozitivnich psychotickych symptomt c¢lovéka je zvySena lokomoc¢ni aktivita,
kterou miZeme vyvolat napiiklad dopaminergnimi agonisty ¢i antagonisty
NMDA receptortii. Podobné nalézame tyto zmény ve stereotypnim a socialnim
chovani, v nachylnosti na stres, v oblasti deficitu pozornosti, zpracovani
informace i kognitivnich funkci. Velice vyhodné jsou testy, kdy danou veli¢inu
miZeme méfit podobnym zplisobem na laboratornim zvifeti i u c¢lovéka.
Prikladem takovychto testl jsou testy hodnotici deficity ve zpracovani informace

a testy prostorové paméti.

Pfi studiu neurobiologie psychiatrickych chorob se animalni modely
vyrazn€ osv€dCuji. Jejich hlavni piinosy spoc€ivaji v moZnosti experimentalnich
zasahl v nejriznéj§ich oblastech mozku a v riznych stadiich vyvoje. Umoziiuji
nam jednak nachazet diagnosticky vyznamné ukazatele nemoci, ale také nam
umoziiuji testovat nové terapeutické postupy. Jejich velkou vyhodou je zna¢na
prediktivni sila vurovani ucinku novych latek. Neurovyvojové modely
schizofrenie se vyznacuji vysokou konstrukéni validitou (Hoschl et al, 2004).
Dobrou fenomenologickou validitu maji modely zaloZené na neonatalnim
poSkozeni mozku, modelované napiiklad ozafovanim rentgenovymi paprsky
(Mintz et al.,, 1997) nebo prenatalni expozici toxinem metylazoxymetanol
acetatem — MAM. Takto poSkozena neurogeneze zpisobi objemové zmenSeni
oblasti mozku, které souviseji se schizofrenii (hipokampus, frontalni a entorialni
klira). Zvifata vykazuji zmény v chovani typické pro jiné modely schizofrenie,
jako stereotypii, lokomo¢ni hyperaktivitu, poSkozeni PPI a latentni inhibici
(Talamini et al., 1998). Farmakologické modely maji velmi dobrou

fenomenologickou i predikéni validitu (Bubenikova et al., 2003).
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3.3 Model schizofrenii podobného chovani navozeny blokidou NMDA

receptoru

Glutamatergni systém hraje vyzna¢nou ulohu pii vyvoji mozku (tvorba a
stabilizace synapsi), plasticit¢ mozku (ufeni a pamét) a neurotoxicité. Ve
zdravém nervovém systému glutamét zajiStuje spravnou tvorbu a stabilizaci
synapsi. Normalni koncentrace glutamatu v mozkové intersticialni tekutiné
zvySuje pocet synapsi a je dulezitd k vytvofeni plné funkénich nervovych okruhi
se spravnou komunikaci mezi jednotlivymi buiikami. Uloha glutamatu a
pfedevS§im NMDA receptori ve vyvoji centralni nervové soustavy ma vyznam pro
neurogenezi, migraci, proliferaci, zanik neuronti, rist axonu, formaci a eliminaci
synapsi (Nguyen et al, 2001). Ionotropni glutamatové receptory reguluji také
ptechod z prolifera¢ni faze na postmitotickou diferenciaci neuronti. Glutamét také

stimuluje rust neuriti z granularnich buné€k v hipokampu (Lujan et al., 2005).

ZvySena aktivace ionotropnich glutamatovych receptori vede
k excitotoxickému poskozeni a pfipadn€ i k zaniku buiky. Excitotoxickd smrt
buiiky vznika v dasledku dlouhodobé zvy$ené hladiny intraceluldrnich Ca** a
nasledné aktivace enzymatickych procesti vedoucich k bunééné smrti. ZvySena
hladina glutamatu aktivuje AMPA receptory a nasledné napétové ovlddané Na*
kanaly, coZ depolarizuje membranu. Céste¢na depolarizace uvoliiuje Mg2+
z NMDA receptorii a nasledné dochazi k aktivaci téchto receptorti glutamatem.
Dlouhodobé depolarizace zplsobuje nejen vstup Na* do buiiky, ale také pasivni
vstup Cl” a vody, ktery zptsobi poruSeni osmotické rovnovahy, oviem nemusi

nutné znamenat jeji zanik.

Glutamatové receptory se déli na dvé hlavni kategorie receptort:
metabotropni a ionotropni receptory. lonotropni glutamatové receptory se déli na
N-methyl-D-aspartatové (NMDA), AMPA a kainatové receptory, které spolecné
zprostiedkovavaji rychly synapticky pfenos na vétSin€ excitacnich synapsich
v centralni nervové soustavé. Aktivace NMDA receptorti je nutnéd pro navozeni
dlouhodobé potenciace synaptického pienosu (LTP), kterd se uplatiiuje pfi
vytvafeni neuronové plasticity a pamétovych stop. Naopak nadmérna aktivace
NMDA receptorti vede k patologickym procestiim, které mohou byt excitotoxické.
NMDA receptory (obrazek €. 1) se vyskytuji ve velkém mnoZzstvi v celém mozku

a jsou nezbytné pro jeho normalni ¢innost. Ionotropni glutamatové receptory
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aktivuji signalni kaskddy vtokem Ca®* do neuronii synaptickymi NMDA
receptory. Funkce extrasynaptickych NMDA receptorii zatim neni jasna, ale
experimentalni prace naznacuji, Ze jejich dlouhodobé aktivace vede k bunétné

smrti (Choi et al., 1990).

NMDA receptory jsou heterotetramery tvofené kombinaci riznych typt
podjednotek oznaovanych NR1, NR2 a NR3 (Ishi 1993, Sucher 1995, Chatterton
2002). Predpokladéa se, Zze funkéni NMDA receptory vznikaji kombinaci dvou
podjednotek NR1 typu a dvou podjednotek NR2A-D nebo NR3A-B typu (McBain
1994, Das 1998). Jejich pfitomnost propujcuje receptorovému komplexu rozdilné
vlastnosti dané nejen dobou, po kterou je glutamatem aktivovany iontovy kanal
otevien, ale i modulaci funkce receptoru latkami ze skupiny polyamidu,
neurosteroidd nebo iontd, véetné zménéné afinity receptorovych mist pro oba
agonisty (glutamat a glycin). Zatimco NRI podjednotka je exprimovana ve
velkém mnoZstvi v celém mozku, exprese podjenotek NR2 je vyrazné regionalné
ohrani¢ena (Moriyoshi K 1991, Monyer H 1992). NR2A a NR2B podjednotky
jsou exprimovany v hipokampu a neokortexu, NR2C podjednotka je pfitomna
téméf vyluéné v cerebellu a NR2D podjednotka je piechodné exprimovana béhem
embryonalniho vyvoje. Z experimentd provedenych na rekombinantnich i
nativnich NMDA receptorech vyplynulo, Ze podjednotkové sloZeni receptoru
vyrazné ovliviiuje jeho funkéni a farmakologické vlastnosti (Ishi 1993, Monyer

1992, Medina 1995).

Pro otevieni iontového kanalu NMDA receptort, selektivné propustného
pro Na*, K™ a Ca®, je nezbytna soutasna aktivace vazebnych mist specifickych
pro glutamat a glycin. Spole¢nou vlastnosti blokatorti iontovych kanald NMDA
receptori je jejich struktura, vazba do iontového kanélu a plsobeni, jeZ je zavislé
na membranovém potencialu a aktivaci receptoru. VSechny blokatory iontového
kanalu NMDA receptoru jsou kationty, jejichz velikost je nepatrn€ vétSi nez por
otevieného iontového kanalu tj. > 0,55 nm (Vyklicky et al., 1988). Tato velikost
jim umoziuje do iontového kandlu vstupovat, ale ne jim voln€ prochazet do
intracelularniho prostoru. Pf¥itomnost blokatorti uvnitf iontového kanalu zabrariuje
toku Na* a Ca*" kanalem a tudiZ brani aktivaci tohoto receptoru. Na negativnich
membranovych potencialech maji latky s kladnym nabojem pfirozenou tendenci

se pohybovat z extracelularniho prostoru do nitra buiiky, cozZ plati pro viechny
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kationty prochazejici pres membranu (Na*, Ca®), ale i pro kationty, které pies
membranu nepfechazeji (Mg, ketamin, MK-801, PCP, atd.). Mira této tendence
Je podminéna velikosti membranového potencialu (zvétSuje se pti hyperpolarizaci
a naopak pfi depolarizaci se sniZuje). Misto, kde se blokatory vazi je umisténo
uvnitf iontového kanalu a je dostupné pouze pokud je kandl v otevien, tj.
v konformac¢nim stavu vzniklém v disledku aktivace NMDA receptoru
glutamatem a glycinem. Vzhledem k této vlastnosti se da pfedpokladat, Ze tyto
latky budou pisobit predev§im v téch oblastech mozku, kde jsou NMDA

receptory nadmérmné aktivovany (Rogawski 1993).

Farmakologicky ucinek blokatort je podminén jejich afinitou. Podle ni 1ze
blokatory rozdé€lit do né€kolika skupin. Latky s nizkou afinitou (~ 100 pM na
membranovém potencidlu -70 mV) se vyznacuji rychlou kinetikou vazby a
odvazovani, a jejich typickym pfedstavitelem je Mg®*. Memantin, ktery zlepiuje
kognitivni schopnosti u pacienti s AD patii mezi latky se stfedni afinitou (~1
UM na membranovém potencialu -70 mV). K latkam s vyssi afinitou (~ 0.1 pM
na membranovém potencidlu -70 mV) patii né¢kterd celkova anestetika napf.
ketamin. PCP a MK-801 se fadi mezi latky s vysokou afinitou (< 0.1 pM na
membranovém potencidlu -70 mV) ( Petrovi¢ M et al., 2004). Nekompetitivni
antagonisté se vazi uvnité iontového kanalu NMDA receptoru: Mg, dizocilpin
(MK-801), memantin, fencyklidin (PCP), ketamin. Psychotropni u¢inky blokatori
s vysokou afinitou ( < 0.1 pM na membranovém potencialu -70 mV) mezi které
patti PCP 1 MK-801 vyvolavaji stavy podobné psychoze s pfiznaky
piipominajicimi schizofrenii (Abi-Saab WM 1998, Enarson MC 1999).
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| Schematic representation of the NMDA (N - Methyl D- Aspartate) receptor complex
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Obr. 1 Schématické zndzornéni NMDA receptoru.

Glutamova kyselina je hlavni excitatni neuropfenase¢ mezi neurony
centralni nervové soustavy. K syntéze této dikarboxylové aminokyseliny dochazi
v termindlech presynaptickych neuroni (Ottersen 1992, Ottersen 1996).
Specifické vezikularni transportéry koncentruji glutamat v synaptickych vaccich,
které jsou v blizkosti presynaptické membrany uspofadany do aktivnich zén. Do
synaptické §térbiny se glutamat uvoliiuje mechanismem zavislym na vapnikovych
kationtech. Uvolnéni glutamatu z termindli b&hem excitaéniho synaptického
prenosu vede ke kratkodobému (~ 1ms) zvySeni koncentrace v synaptické $térbiné
aZ na milimolarni vrovei (Clements 1992, Diamond 1997) a k aktivaci
ionotropnich glutamatovych receptord. Glutamat je z extracelularniho prostoru
odstraniovan pomémé¢ rychle transportnimi mechanismy do glii. V gliich je
glutamédt metabolizovan na glutamin, ktery midZe piechazet zpét do
extracelularniho prostoru, odkud je transportovan do neuroni a pieménén zpét na

glutamat.

Nasledujici kapitoly popisuji konkrétni antagonisty NMDA receptori:
PCP, ketamin a MK-801.
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3.3.1 Fencyklidin (PCP)

PCP je halucinogen, jehoZz urcita davka vyvolava psychotické symptomy u
lidi, podobné psych6zam u lidi se schizofrenii. Jednd se o antagonistu NMDA
glutamatovych receptord, ale interaguje i se sigma, dopamin D2 a 5-HT2
receptory (Kapur et al., 2002). Sigma receptory nebyly jesté plné popsany, ale
zda se, Ze zprostfedkovavaji modulaci iontovych kanald psychoaktivnimi latkami
pfes proteino-proteinové interakce (Aydar, 2002). Ligandy sigma receptori
mohou pozménit transmembranovy pritok iontd skrz NMDA receptory
(Yamazaki, 1991) a moduluji kognitivni efekt PCP (Noda et al., 2001). Nékteré
ucinky PCP na chovani jsou podobné jako ty zplisobené amfetaminem. U potkani
tyto ucinky zahrnuji pfetrvavajici zvy$enou lokomoc¢ni aktivitu a stereotypni

chovani (Steinpreiss, 1996).

Dlouhodobé podavani PCP zptsobuje psychotické stavy u lidi, zahrnujici
sluchové halucinace, paranoidni predstavy a kognitivni deficit. U ostatnich
primati PCP sniZuje prefrontalni korovou transmisi DA asociovanou
s frontostriatalni kognitivni dysfunkci, podobnou jakou vykazuji nalezy u
schizofrenie (Jentsch et al., 1999). Dlouhodobé ptisobeni PCP zpuisobuje u opic
trvaly deficit, ktery pfetrvava i po vysazeni. Kognitivni deficit je kompenzovan
podavanim klozapinu (Jentsch et al., 1997). Primati, kterym byl aplikovan PCP,
také projevuji zmény v lokomocni aktivité a v socidlnim chovani se zachovanim
motorickych funkci, coz jsou znaky, které vyjadiuji vétsi komplexitu schizofrenie

nez jiné farmakologické modely (Jentsch et al., 1999).
3.3.2 Ketamin

Ketamin nebo piesnéji hydroxychlorid ketaminu se chemicky podoba
PCP. Jedna se o derivat cyklohexanonu. Jako jedno z mala anestetik blokuje
nervové drahy, aniZ by omezil dechové funkce, a proto je pouZivany jako
bezpecné a spolehlivé anestetikum. Ma analgetické, amnestické, anestetické,
antikonvulzivni a psychomimetické u¢inky. Navozuje zvlastni stav, ktery se
nazyva disociativni anestezie. Nazev zvolili Corsen a Domino (1965) podle
elektroencefalografickych studii, kdy pozorovali disociaci mezi ovlivnénim
thalamokortikalniho a limbického systému. Klinicky dochézi k disociaci mezi

ovlivnénim stavu védomi a vnimani bolesti. Ztrata védomi neni srovnatelna
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s u¢inkem ostatnich celkovych anestetik a pfiblizuje se halucinatornim staviim.
Jednim z neZadoucich 0¢inki ketaminu jsou zejména v obdobi probouzeni
psychomimetické u¢inky. Na nich se podili pfedeviim vazba ketaminu na k-

opiatové a acetylcholinové receptory muskarinového typu (Hess, 2006).

AP0 o
CHs

Obr. 2 Vzorec MK-801

3.3.3 MK-801

MK-801, dizocilpin, resp. (5R,10S)-(+)-5-metyl-10,11-dihydro-5H-
dibenzo[a,d]-cyklohepten-5,10-imin ~ hydrogen-malat  je nekompetitivni
antagonista ionotropnich glutamatovych receptori N-methyl-D-aspartatovych
(NMDA) receptori. Mezi jeho ucCinky patii deficit ve zpracovani
senzorimotorickych informaci - méfeno testem prepulzni inhibice tlekové reakce,
PPI (Bubenikova et al., 2005), hyperlokomoce, stereotypie, zptisobuje poruchu
socialnich interakci a kognitivni deficit (pracovni pamét’ a prostorova orientace).
MK-801 ma vysokou afinitu k NMDA receptoru.

MK-801, byl klinicky testovan, nebot’ pusobi neuroprotektivné pfi
mozkové piihod€, ale pro vyznamné nezadouci u¢inky byl stazen z klinického
hodnoceni (Muir a Less, 1995). Pisobeni dizocilpinu ztejmé vede ke zvySovani
metabolické aktivity neuroni a utilizaci gluk6ézy v oblasti gyrus cignuli a
retrosplenialni kiry, coZ zpisobuje, Ze vysoké davky dizocilpinu zpisobuji

vakuolizaci a snad i nekrozu neurond (Fix et al., 1993).
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4. kapitola — Mechanismy piusobeni antipsychotickych latek

4.1 Rozdéleni antipsychotik

Ackoliv dnes antipsychotické latky piedstavuji zakladni terapeuticky
nastroj pro lécbu schizofrenie a dalSich psychotickych stavi, jejich ucinek je
spojen s fadou nevyfeSenych otdzek. Tyto latky piiznivé ovliviiuji psychotické
pfiznaky produktivni, negativni, afektivni a kognitivni. Pozitivni psychotické
priznaky zahrmuji halucinace, bludy, dezorganizaci mysleni, agresivitu a
agitovanost. Produktivni symptomy jsou pfiznivé ovliviiovany v§emi skupinami
antipsychotik, tj. bazalnimi, incisivnimi i atypickymi. Negativni psychotické
priznaky se projevuji autismem, emocni oplosté€losti, ziZenim aZ ztratou zajmd,
na které maji nejvétsi vliv atypicka antipsychotika. K afektivnim symptomim
fadime depresi a tzkost a tzv. smiSené epizody, ve kterych jsou soulasné
piitomny ptiznaky depresivni a manické. Afektivni ptiznaky lépe potlacuji bazalni
nez incisivni antipsychotika, nejvice vSak atypicka. Kognitivni deficit spociva
v naru$eni zpracovani novych informaci, paméti, koncentrace a pozornosti,
planovani a feSeni komplexnich tkold, vizualné-motorické dovednosti, feCové
schopnosti aj. Kognitivni funkce jsou nejpfizniveji ovliviiovany opét atypickymi

antipsychotiky.

Antipsychotika je mozZno rozdélit podle mechanismu pisobeni, klinického
u¢inku a vyskytu nezaddoucich pfiznakd na bazalni (také sedativni), incisivni a
atypicka. Bazalni (sedativni) antipsychotika uéinkuji pfedevsim na produktivni
a afektivni ptiznaky, ale jen minimalné ovliviiuji negativni symptomatiku. Kromé
toho pusobi sedativné a nékterd i hypnoticky. Jsou charakterizovana astymi
anticholinergnimi, antihistaminovymi a kardiovaskularnimi nezadoucimi u¢inky,
avSak soufasné oproti incisivnim antipsychotikim méné intenzivnimi
extrapyramidovymi  reakcemi. Zastupci bazalnich  antipsychotik  jsou
chlorpromazin, levomepromazin, periciazin, chlorprothixen a zuclopenthixol.
Incisivni antipsychotika nejuspé$né&ji ovliviiuji produktivni psychotické
pfiznaky, méné negativni a minimalné afektivni symptomatiku. Na jedné strané
jsou zatiZena Cetnymi a zavaznymi extrapyramidovymi neZadoucimi ucinky, na
druhé strané nepulisobi anticholinergné a jen minimalné ovliviuji kardiovaskularni
systtm. Do této skupiny antipsychotik patfi perphenazin, prochlorperazin,

haloperidol, melperon, pimozid atd.
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Atypicka antipsychotika (také zvanad antipsychotika 2. generace) maji
nejptizniveéjsi klinicky profil: ovliviiuji jak pfiznaky pozitivni, tak negativni a
afektivni, n€kterd rovnéz zlepSuji kognitivni deficit, a predpoklada se jejich
ucinnost i u farmakorezistentnich forem. Je pro n¢ charakteristicky nizky vyskyt

extrapyramidovych neZadoucich uc¢inki.

Podle mechanismu uéinku se atypicka antipsychotika dé€li na specifické
antagonisty dopaminovych D,/D; receptord, dopaminové a serotoninové
antagonisty (SDA) a tzv. multireceptorové antagonisty (MARTA-Multi Acting
Receptor Targeted Antipsychotics). Z vazebného profilu jednotlivych skupin
vyplyva i charakter nezadoucich u¢inkd. Klasifikace podle mechanismu u¢inku se
kryje srozdélenim podle chemickych struktur — specifickymi antagonisty
dopaminovych D,/D3; receptori jsou benzamidy (sulpirid, amisulpirid),
dopaminovymi a serotoninovymi antagonisty jsou benzisoxazoly a
imidazolidinony (SDA - risperidon, sertindol, iloperidon), multireceptorovymi
antagonisty jsou dibenzodiazepiny (MARTA - clozapin, olanzapin, quetiapin,

ziprasidon, zotepin) (Svestka, 2000, Kope&ek 2002).
4.2 Dopaminergni modulace

Blokdda D, receptori v mozku je spole¢nou farmakodynamickou
vlastnosti v§ech antipsychotik a zda se, Ze bez dopaminergni blokady postrada 1€k
antipsychotické vlastnosti (Seeman, 2002). Dopamin je neuromodulator, ktery
pasobi v mozku cestou dvou zakladnich skupin dopaminovych receptorti. D, a Ds
receptory jsou si podobné ve své struktufe a mechanizmu intracelularni
signalizace (zvySeni cAMP) a jsou oznacovany za D;-like receptory. D;34
receptory snizuji cAMP a jsou oznacovany jako Ds-like (Knable et al., 1997;
Tzschentke, 2001). Vlastni antipsychoticky efekt je spojovan s blokadou D,
receptori. Mira blokady D, receptori je v piimé relaci k antipsychotickému
efektu. Mezi dnes jiz paradigmatické poznatky patii tzv. terapeutické okno
procentualni blokady D, receptori ve vztahu kucinnosti a rozvoji
extrapyramidového syndromu (EPS) definované na zakladé¢ sérii zobrazovacich
studii. Farde a kol. jako prvni prokazal, Ze blokdda cca 70% striatalnich D,
receptoru je typickd pro vétSinu antipsychotik (s vyjimkou clozapinu) v béZnych

davkach (Farde et al.,, 1988). Opakovan¢ bylo potvrzeno, Ze blokada vyssi
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zpusobuje EPS (Farde et al., 1992; Kapur, 2001; Sedvall et al., 1995; Seeman,
2001).

4.3 Serotonergni modulace

Zajem o serotonergni modulace v terapii schizofrenie byl historicky dan
skuteCnosti, Ze agonist¢ SHT-,o receptori (jako je LSD) jsou silnymi
psychedeliky schopnymi modelovat psychotické stavy (Peroutka, 1994; Roth et
al., 2003). Blokada SHT-;4 receptort v terapii schizofrenie se tedy ukazovala jako
velmi nadéjna. Heuristickym problémem vsak zistava fakt, Ze psychotické stavy
navozené agonisty SHT-;5 receptori se ve své fenomenologii podstatné li§i od
pfiznaklti psychéz schizofrennich (Krystal et al., 1994; Vollenweider, 1998).
Rovnéz antipsychoticky potencial Cistych SHT-,4 antagonisti neni doposud
presvédcCivé prokazan (Abi-Saab et al., 2002; Wiesel et al., 1994). Na druhé strané
anatomicka lokalizace SHT-;5 receptori podporuje jejich moZnou roli
v antipsychotickém pulisobeni. SHT-,4 receptory jsou lokalizovany v V. vrstvé
neokortexu. V této vrstvé neokortexu dochazi k integraci (a ,.komputaci*) vstupi
z riznych kortikalnich a subkortikalnich oblasti mozku (Jakab et al., 1998) a tento
fakt déla z SHT-,» blokady mimoifadné zajimavou oblast jiz s ohledem na

etiopatogenezi schizofrenie.

Psychotomimeticky efekt antagonisti NMDA receptori je blokovatelny
selektivnimi antagonisty SHT-;4 receptord (Martin et al., 1998). Ovlivnéni SHT-;4
receptori vyvolava depolarizaci pyramidovych bun¢k a ztéchto divodi byla
formulovana spekulace, Ze pravé blokada SHT-;a receptort je zodpovédna za
normalizaci aktivity pyramidovych buné€k, kterd vede k lécebnému efektu
atypickych antipsychotik (Martin et al., 1998). Rovnéz aktivita striato-pallidalnich
GABA neuronti, které moduluji ¢innost 5-HT a dopaminegnich neurond, je
regulovana cestou S5-HT receptorii atento mechanizmus muzZe vysvétlit vySsi
bezpe€nost novych antipsychotik sniZenim rizika EPS (Bubser et al., 2001).
Podporou role SHT-,4 receptora v profilu atypickych antipsychotik je také fakt, Ze
inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI) mohou naopak indukovat EPS
(Gill et al., 1997).
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4.4 Kombinované modulace

Blokada SHT-;4 a D, receptoru byla vroce 1989 poprvé oznadena za
farmakodynamicky mechanizmus, ktery odlisuje klasickd antipsychotika od
atypickych (Meltzer et al., 1989a; Meltzer et al., 1989b). Atypicka antipsychotika
byla Meltzerem definovéna jako 1éky, které maji jednak vyssi afinitu k SHT-4
receptortim nezli k D, receptoriim a jednak nizsi afinitu k D, neZli antipsychotika
klasicka. Tato dvé€ kritéria umoznila Meltzerovi (1989a, 1989b) a dal$im (Roth et
al., 2003) rozdélit antipsychotika do dvou skupin a potvrdit ve vétSiné piipadd
schopnost predikovat klinické vlastnosti antipsychotik podle afinitnich konstant
pro SHT-;a a D, receptory. V piipad¢ nigrostriatalni dopaminergni drahy byl
navrZen model, podle kterého blokada SHT-,4 receptori vede ke zvySeni vydeje
dopaminu do striata. Tato zvySena extracelularni aktivita dopaminu ve striatu
,»Vytéstiuje* vazbu antipsychotika z D, receptort a sniZuje tak riziko rozvoje EPS
(Kapur et al., 1996). SHT-,4/D; antagonizmus na urovni projekce do limbickych
a mediofrontalnich oblasti je davan do souvislosti s vy$si efektivitou atypickych
antipsychotik na pozitivni pfiznaky. V piipadé téchto oblasti (obé asociované
s limbickymi strukturami) vedou agonisté 5-SHT-;a receptortu ke zvySeni vydeje
dopaminu (Yan 2000) a antagonisté naopak ke sniZeni dopaminergniho vydeje
(Pehek et al., 2001). SHT-a antagonizmus by tedy mél potencovat
antipsychoticky (antidopaminergni) potencial 1éku ipfi stdvajici niz$i afinité
k vlastnim D, receptorum. Z hlediska porozuméni ucinku je dulezity fakt, Ze pii
dlouhodobém podavani atypickych antipsychotik dochazi k adaptivnim zménam
v serotonergnim systému ve ,stejném sméru“ jako pti akutni blokade.
Dlouhodobé podavani vede ke sniZzeni down-regulaci (resp. internalizaci) 5-SHT-

2a receptorti (Gray et al., 2001b; Gray et al., 2001a).
4.5 Neurobiologie a neuromodulace antipsychotik

V poslednim desetileti byla rozpracovdna teorie schizofrenie jako
onemocnéni, které vznika v dusledku dysfunkce (konektivity) glutamatergniho
systému, tedy toho systému, ktery pfedstavuje hlavni substrat pro vlastni
zpracovani informaci. Dikazi pro glutamatergni dysfunkci u schizofrenie je dnes
fada. Napfiklad je post mortem zji§t'ovana sniZzena hustota dendriti pyramidovych
bunék prefrontilniho kortexu, sniZeny pocet glutamatergnich synaptosomu

a snizena exprese mRNA pro synaptofyzin, marker synaptické denzity (Bartzokis,
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2002; DeLisi, 1992; Glantz et al., 2000; Weinberger et al., 2001). SniZzeny objem
mozku u schizofrenie pti zvySené hustoté pyramidovych neuroni svéd¢i pro fakt,
Ze morfologickym substritem tohoto onemocnéni je spiSe sniZeny pocet
neuronalnich vldken a synapsi, neZli sniZzeny pocet vlastnich neuroni. Absence
gliozy v mozku schizofrennich osob svéd¢i proti predstavé degenerativniho nebo
zanétlivého procesu a potvrzuje teorii neurovyvojové etiologie morfologickych
nalezl u schizofrenie (Selemon et al., 1995; Selemon et al., 2003). Abnormality
Jsou navic pfitomny jiz pfed vlastnim nastupem nemoci (Weinberger, 1997).
Teorie glutamatergni dysfunkce u schizofrenie je podporovéana také skute¢nosti,
Zze fencyklidin a dalSi antagonisté glutamatergnich NMDA receptori mohou
u zdravych osob modelovat schizofrenni pfiznaky z hlediska fenomenologie 1épe
nezli serotonergni psychedelika (napf. LSD) a mohou zhor$it nebo exacerbovat

psychozu u schizofrennich nemocnych (Krystal et al., 1994).

Na hlubsi Grovni popisu interakce mezi antipsychotiky a neurovyvojem
alterovanou funkci a strukturou mozku jsou vyznamné nalezy potvrzujici
neuroplastické puisobeni antipsychotik. JiZ samotny oddaleny nastup pisobeni
antipsychotik poukazuje na to, Ze 1é¢ebny efekt je spojeny s prestavbou struktury
neuronalnich mikrookruhli a okruhti a nikoliv tedy jen samotnou blokadou
receptort nebo zménami hladin neuroptenaseci, ke kterym dochazi takika
okamZit¢ po podani léku. Podkladem antipsychotiky navozené strukturalni
pfestavby neuronalnich siti je indukce neuroplastickych zmén. Neuroplasticta
umoziuje nervovému systému adaptovat se na zmény prostiedi a zahrmuje jednak
synaptickou plasticitu (remodelaci synapsi a vznik novych spoji mezi neurony)
a jednak neurogenezi (vznik novych neuroni). V pfipadé haloperidolu je indukce
synaptické plasticity prokazana pfedevsim ve striatu, kde je nejvyssi koncentrace
zvétSeni bazalnich ganglii po terapii haloperidolem. ZvétSeni bazalnich ganglii je
reverzibilni a odeznivd po vysazeni 1éCby nebo po prevedeni na clozapin
s vyrazné niz§i D, afinitou (Bilder et al., 1994; Chakos et al., 1994; Chakos et al.,
1995). Podkladem neuroplastickych zmén je zvySeni cAMP po blokadé D,
receptori. cCAMP aktivuje proteinkinazu A (PKA), kterd jednak fosforyluje
(posiluje) NMDA a dalsi receptory, jednak aktivuje transkripéni faktory regulujici
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expresi genil v€etné neurondlnich rustovych faktori (Angelucci et al., 2004,

Konradi et al., 2003).

Bylo popsano regionalné stratifikované zvyseni syntézy neurotrofinu NGF
(nerve growth factor) po podavani antipsychotik (Angelucci et al., 2000a).
ZvySeni NGF je mediovano blokddou D, receptori a NGF zvysuji i klasicka
antipsychotika (Ozaki et al., 1999; Ozaki, 2000). BDNF (brain derived
neurotrophic factor) je druhym neurondlnim ristovym faktorem, jehoZ exprese je
ovlivnéna antipsychotiky. V ptipadé BDNF se vSak ucinky jednotlivych
antipsychotik vyrazné li§i. Po podani haloperidolu a risperidonu bylo pozorovano
sniZzeni jeho produkce (mRNA) v hipokampu, frontalnim a orbitdlnim kortexu
potkani (Angelucci et al.,, 2000b; Chlan-Fourney et al., 2002c). Naopak po
chronickém podavani olanzapinu doslo ke zvySeni exprese BDNF v CAl, CA3
oblasti hipokampu a v gyrus dentatus (Bai et al., 2003). Olanzapin je navic
schopen normalizovat snizeni BDNF po piedchozim podavani haloperidolu
(Parikh et al., 2004). Z hlediska glutamatergni teorie schizofrenie je rovnéz
mimofadné zajimavé pozorovani, Ze MK-801, nekompetitivni antagonista NMDA
receptoru, sniZuje expresi BDNF (Castren et al., 1993; Fumagalli et al., 2003b).
Pfidani haloperidolu vede v animalnim modelu ke zvyraznéni tohoto sniZeni
a olanzapin naopak MK-801 sniZenou expresi BDNF normalizuje (Fumagalli et
al., 2003a). Z hlediska ucinku atypickych antipsychotik je dilezité, Ze samotny 5-
5SHT-;4 antagonizmus vede ke zvySené produkce BDNF (Chlan-Fourney et al.,
2002b; Vaidya et al., 1997; Vaidya et al., 1999) a D, antagonizmus vede naopak
ke snizeni BDNF (Meredith et al., 2004). To vysvétluje BDNF stimulujici efekt
olanzapinu. Risperidon je sice také silnym SHT-,» antagonistou, ale pro svou
vysokou afinitu k D, receptorim v jeho pfipadé¢ mtlze pfevazit D, mediovana
suprese BDNF. Risperidon se proto chova obdobné jako haloperidol a BDNF
snizuje. Podporou této spekulace je zjiSténi, Ze risperidon ve velmi
nizkych davkach, kdy ptevazuje blokace SHT-;4 nad nenasycenou blokadou Dy,
ztraci BDNF snizujici efekt resp. hladinu BDNF neméni (Chlan-Fourney et al.,
2002a). Jak fosforylace NMDA receptord, tak i indukce rustovych faktori (NGF
a BDNF) se podileji na vzniku novych synapsi, resp. jejich remodelaci (Konradi
et al., 2001) a touto cestou mohou antipsychotika lé€ebn€ ovlivnit neurovyvojovy

deficit spojeny se sniZenim poctu synaptickych spojeni (Hoffman et al., 1993).
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Tento troficky efekt vS§ak muze piejit v pfipadé haloperidolu do neurotoxického
poSkozeni (Harrison, 1999) zpisobeného pfilisnou facilitaci NMDA receptorti
s excesivnim influxem vapniku do neurond (Konradi et al., 2001).
Makroskopickym disledkem je potom zmenS$eni bazalnich ganglii spojené

s rozvojem tardivnich dyskinéz (Dalgalarrondo a Gattaz, 1994; Mion et al., 1991).

Je pravdépodobné, zZe indukce neuroplastickych zmén atypickymi
antipsychotiky probiha nejen ve striatu, ale také v dal$ich oblastech zahrnutych do
neurobiologie schizofrenie. Prikazem tohoto pfedpokladu je dnes piedev§im
atypickymi antipsychotiky indukovand Casnd genova exprese v prefrontalnim
kortexu a dalSich oblastech mozku pfi soucasné niz§i mife zmén genové exprese
ve striatu ve srovnani s klasickymi antipsychotiky (Leveque et al., 2000;
Robertson et al., 1994; Robertson a Fibiger, 1996). Tim by mohl byt vysvétlen
vyS§i terapeuticky efekt vjemnéjSich dimenzi psychopatologie (negativni,
kognitivni event. emociondlni pfiznaky). Ovlivnéni synaptické plasticity
antipychotiky posouva terapii blize ke kauzdlnimu lécebnému ovlivnéni
predpokladanych pfi¢in schizofrenni psychézy. Zda antipsychotika mohou,
podobné jako antidepresiva, indukovat také neurogenezi (vznik novych neuronti)
u dospélych jedinci, je doposud oteviena otazka (Dawirs et al., 1998; Duman et
al., 1999; Konradi a Heckers, 2001; Malberg et al., 2000).
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5. kapitola — Cile diplomové prace

5.1 Cile diplomové prace

Prvnim obecnym cilem diplomové prace byla validace glutamatergniho
farmakologického animalniho modelu schizofrenii podobného chovani
ovliviiujiciho lokomoci a prostorovou orientaci potkana. Druhym cilem bylo
srovnani vlivu antipsychotickych latek (haloperidol, risperidon a ritanserin) na

chovani laboratornich zvifat v uloze AAPA.

5.2 Ovlivnéni kognitivnich funkci systémovou aplikaci MK-801 jako animalni

model schizofrenie

Glutamatovy model schizofrenie zaloZeny na aplikaci MK-801 byl
navrZzen mj. nositelem Nobelovy ceny za popis dopaminu jako neuropienaSece,
Arvidem Carlssonem vroce 1989 (Carlsson a Carlsson, 1989). MK-801 je
nekompetitivni antagonista NMDA podtypu glutamatovych receptorti. Systémova
aplikace latky MK-801 jako animélni model schizofrenii podobného chovani dle
dostupné literatury zpisobuje u laboratornich potkani hyperlokomoci, deficit
prepulzni inhibice ulekové reakce, poskozeni socialniho chovani a zhorSeni

prostorové orientace, paméti a vybavovani.

Cilem aplikace riznych davek MK-801 bylo potvrdit dizocilpinem
indukovanou hyperlokomoci a deficit prostorové orientace v iloze AAPA,
ktera zatim neni pFili§ rozSiFena a muZe poskytnout vysledky, které jiné

laboratore pouzivajici jiné ulohy nemohou ovérit.

5.3 Vliv antipsychotickych latek na chovani laboratornich zvirat v iiloze

AAPA

Pouzité antipsychotické latky jako haloperidol, risperidon a ritanserin, byly
aplikovany samotné, nebo spole¢né s latkou MK-801. Haloperidol je antagonista
D, receptord a patfi do skupiny klasickych antipsychotik. Risperidon je
benzisoxazol. Jedna se o antipsychotikum blokujici serotoninové a dopaminové
receptory (SDA), antagonizuje rovnéZ o-adrenergni receptory a H; receptory. D,
receptory blokuje v limbické a tuberoinfundibuldrni oblasti. Oproti
antipsychotikim prvni generace je pfednosti risperidonu leps$i snéasenlivost i
klinicka ucinnost. Profil nezadoucich u¢inkt je pfiznivéjsi nez pro haloperidol.

Ritanserin, antagonista S5-HT,anc receptori, neni v klinické praxi jako
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antipsychotikum uZivan, av8ak blokada SHT-, receptori mutze hrat roli
v pozitivnim 1é¢ebném ovlivnéni kognitivnich symptomii psychdz atypickymi
antipsychotiky.

Cilem prace bylo ukazat vyznam blokady D2 a SHT-; receptori

v ovlivnéni schizofrenii podobného chovani.
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6. kapitola — Experimentalni ¢ast

6.1 Material a metodika

6.1.1. Zvirata

Pokusnymi zvifaty byli naivni dospéli samci potkanii Rattus norvegicus L.
kmene Wistar. Zvifata ve stafi 2-3 mésice o hmotnosti 250-300 g pochazela
z inbredniho bezpatogenového (specific pathogen-free - SPF) chovu firmy Biotest
v Konidrovicich. VSechna zvifata byla chovana v pfiru¢nim zvéfinci odd.
Neurofyziologie paméti, Fyziologického ustavu, ve standardnich podminkach ve
svételném rezimu 12h svétlo/12h tma (svétla se rozsvécovala v 7,00) s volnym
ptistupem k vod¢ a potravé. VSechny experimenty byly schvaleny etickou komisi
Fyziologického ustavu a byly provedeny v souladu se zakonem 246/1992 Sb. Na

ochranu zvifat proti tyrani a ve smyslu znéni vyhlasky 311/1997 Sb.
6.1.2. Chemikalie a farmakologické manipulace

Potkanim byla 20 minut pfed pokusem injikovana intraperitonealné (i.p.)
U¢inna latka MK-801 (dizocilpin, Sigma Aldrich, Ceska republika) v
koncentracich 0,1 0,2 a 0,3 mg/ml, fedénych izotonickym roztokem NaCl a
podavanych v davkach 0,1 0,2 a 0,3 mg/kg (tabulka ¢.1). Kontrolnim zvifatim
bylo podano ekvivalentni mnozZstvi izotonického roztoku NaCl (1 ml/kg).

Injikovany objem tekutiny byl tedy relativné stejny pro vSechna zvifata.

Dal$im skupinam byl aplikovan haloperidol — antagonista D, receptort
v koncentraci 0,1 mg/kg, risperidon — antagonista D, a 5-HT,a.c byl aplikovan
v koncentraci 1 mg/kg a ritanserin — antagonista 5-HT2anc 2,5 mg/kg. VSechny
antipsychotické latky byly aplikovany subkutdnné (s.c.) jednu hodinu pied
pokusem. Latky byly pfedrozpustény v ledové kyselin€é octové a posléze byl
roztok roziedén 5% roztokem glukézy. Uvedené koncentrace odpovidaji

literaturou doporu¢ovanym dévkam pro pokusy na laboratornich zvitatech.
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6.1.3. Behavioralni testovani

Potkani byli podrobeni tuloze aktivniho allothetického vyhybani se mistu
(AAPA — active allothetic place avoidance). Zatizeni AAPA se skladalo z hladké
kovové kruhové arény (80 cm v priméru) obklopené 30 cm vysokou sténou z
plexiskla, ktera branila potkanovi uniknout z arény a zarovern mu zajistila dobrou
viditelnost okoli arény. Aréna byla ve vySce 1 m nad zemi v mistnosti o velikosti
4 m x 5 m. Mistnost obsahovala velké mnozstvi mimoarénovych orienta¢nich
bodil (poli¢ky, okno, stiil, dvefe). Nad arénou byla zavéSena kamera zachycujici
infraCervené svétlo, ktera poskytovala informaci o pozici zvifete na obrazovce
pocitace. Na vnéjsi strané arény byla umisténa infradervené svétlo emitujici dioda
(light-emitting diode, LED), ktera se otacela spoleéné¢ s arénou a umoziiovala
sledovat na obrazovce pocitace pohyb arény a pozici potkana vzhledem k povrchu
arény a/nebo vnéjSim orienta¢nim bodim. Pozice zvifete a vyznaceni Sokové
vysece (60° vysec€) na obrazovce pocitace bylo umoznéno sledovacim programem
iTrack (Bio-Signal Group, DE, USA) zaznamenavajicim trajektorii zvifete. Na
zacatku kazdého sezeni byl potkan umistén na arénu do sektoru naproti sektoru
Sokovému. Potkanovi byl kolem trupu nasazen latexovy pasek, na ktery byla
nalepena svétélkujici dioda (light - emitting diode - LED). Poté se spustil pomoci
pocitace sledovaci program a aréna rotovala rychlosti 1 otd¢ky za minutu (1 rpm).
Sledovaci systém zaznamenaval pozici potkana kazdych 40 ms a ukladal ji do
souboru k pozdé€jsi off-line analyze (TrackAnalysis; Bio-Signal Group, DE,
USA). Kdykoliv potkan vstoupil do zakazané oblasti na vice nez 0,5 s, sledovaci
systém vydal Sok a zapocital vstup. Pokud potkan neopustil sektor, dostal kazdych
1,5 s 30k, ale vstupy se nezapocitavaly dokud potkan neopustil Sokovy sektor na
vice nez 0,5 s. Mirny Sok (50 Hz, 0,5 s, 0,4-0,7 mA) dostal potkan stojici na
uzemnéné aréné pres tenky podkozni nizkoodporovy konektor. Velikost Sokového
proudu byla pro kazdého potkana individudlni, aby bylo dosaZeno rychlé inikové
reakce, ale ne ustrnuti. Experimentalni sezeni v AAPA trvalo 20 minut a kazdy
potkan podstoupil denné jedno sezeni. Celkem trval experiment s kaZdou
skupinou skladajici se z osmi potkanti ¢tyfi dny. Povrch arény byl po kazdém
zviteti vyCiStén, takZze kazdy potkan mohl pouZit pouze své pachové znacky. Po

skonceni pokusu byli potkani vraceni do chovné mistnosti.
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Obr. 3: Schéma experimentdiniho usporddadni. Potkan se pohyboval po kruhovité otdcivé aréné a
nesl na sobé infracervenou diodu, ktera byla snimdna TV kamerou umisténou nad arénou. Druhd
infracervend dioda byla umisténa na aréné a signalizovala zpracujicimu pocitacovému systému
otdéivy pohyb arény. Trajektorie zvifete byla zaznamendvdna do pocitacového souboru.
Pocitacovy systém byl schopen vykreslit trajektorii zvifete jak v soufadnicich mistnosti, tak v
souradnicich otdcejici se arény. Po vstupu do zakdzané oblasti byl pFiveden po kabelu vedoucimu
ke zvireti elektricky impulz, ktery prochdzel od dratku implantovaného v podkozi potkana do
uzemnéné podldzky. Experimentdini sezeni trvalo 20 minut, béhem nichi byla intakini zvifata
schopna se velmi dobie naucit oblast rozpoznat a vyhybat se ji. U ostatnich skupin byl
zaznamenan deficit ve schopnosti Fesit tuto ulohu.
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6.1.4. RozvrZeni experimentalnich skupin

KaZdou experimentalni i kontrolni skupinu tvofilo osm potkanti. Celkem

bylo do prace zafazeno 11 skupin zvifat:

Tabulka ¢.1

Aplikovana latka (nazev skupiny)

1. skupina KONTROLY 1 ml/kg izotonického roztoku NaCl

2. skupina MK-801 0,1 mg/kg

3. skupina MK-801 0,2 mg/kg

4. skupina MK-801 0,3 mg/kg

S. skupina HALOPERIDOL 0,1 mg/kg

6. skupina RISPERIDON 1 mg/kg

7. skupina RITANSERIN 2,5 mg/kg

8. skupina HALOPERIDOL 0,1 mg/kg + MK-801 0,1 mg/kg

9. skupina RISPERIDON 1 mg/kg + MK-801 0,1 mg/kg

10. skupina RITANSERIN 2,5 mg/kg + MK-801 0,1 mg/kg

11. skupina RITANSERIN 2,5 mg/kg + MK-801 0,1 mg/kg +
HALOPERIDOL 0,1 mg/kg
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6.1.5. Hodnocené parametry

Meéfenymi a hodnocenymi parametry byly celkova draha usla potkanem
béhem sezeni, vyjadfujici lokomoéni aktivitu, kterd miZe byt povazovana za
analogii pozitivnim symptomim schizofrenie. Po¢et vstupti do zakazané-Sokové
oblasti odrazejici schopnost feSeni ulohy AAPA a poslednim hodnocenym
parametrem byla maximalni doba, po kterou se potkan vyhybal Sokovému
sektoru, odraZejici schopnost zapamatovani a vybaveni si prostorového umisténi

této oblasti.

Kazdé zvife bylo testovano Ctyfi po sobé jdouci dny jedenkrat denné po
dobu 20 minut. Aplikovany byly vySe uvedené latky. Zaznam drahy pohybu
potkana po kruhovité aréné€ v uloze AAPA ukazuje nasledujici obrazek (Obr.4).

Obr. 4

A — zdaznam drahy pohybu
potkana farmakologicky
ovlivnéného MK-801
(neschopného se orientovat v
uloze AAPA)

B — zdznam drahy pohybu
potkana vytrénovaného,
Sfarmakologicky neovlivnéného

a tedy schopného se orientovat
v uloze AAPA

6.1.6. Analyza dat a statistika

Data z experimentu zkoumajiciho vliv MK-801 na lokomoci a prostorové

chovani z experimentu s antipsychotiky byla analyzovana oddélené.

Za jednotliva sezeni byl u kazdé skupiny stanoven aritmeticky primér a
rozptyl méfeny jako stfedni chyba priméru (S.E.M.), které byly posléze vyneseny
do grafu.

Rovnéz byl u kazdé skupiny stanoven primér a jeho stfedni chyba za

vSechna Ctyii sezeni.

Do grafui byly pro pfehlednost zvlast’ vyneseny vysledky vlivu MK-801 ve
srovnani s kontrolami, a v oddile vénovaném antipsychotikim byl vynesen efekt
samotnych antipsychotik vs. kontrolni potkani, a v nasledujicim grafu efekt

antipsychotik spoleéné s MK-801.
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Data byla posléze vyhodnocena dvoufaktorovou analyzou rozptylu
(faktory: Sezeni x Skupina). Pokud byl zjiSténa pfitomnost signifikance faktoru
Skupina, byly specifické rozdily mezi jednotlivymi skupinami testovany na
statistickou vyznamnost pomoci Newman-Keulsova post-hoc testu. Za
signifikantni byl povazovan vysledek na hranici 5%. Post-hoc testem byly
testovany rozdily mezi antipsychotiky samotnymi a kontrolami, a nasledné rozdily
mezi spole¢né aplikovanymi antipsychotiky a MK-801 vs. samotné MK-801. Tato
analyza byla provedena s cilem zjistit, zda aplikace antipsychotik spolecné s MK-

801 zmirni zmény chovani navozené samotnym MK-801.
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7. kapitola — Vysledky

7.1. Vliv MK-801 na lokomo¢ni aktivitu v iloze AAPA

Analyza celkové drahy po aplikaci MK-801 wukézala, ze MK-801
statisticky vyznamné zvy$ilo lokomo¢ni aktivitu, a to ve vSech pouZitych
davkach. Zatimco nizsi davka (0,1 mg/kg) zvysila celkovou uslou drahu na zhruba
dvojnasobek, vyssi davky (0,2 a 0,3 mg/kg) n€kolikandsobné prodlouZzily uslou
drdhu. Rozdil mezi skupinami sMK-801 a kontrolami byl potvrzen

dvoufaktorovou anlyzou rozptylu (Skupina x Sezeni) a naslednym post-hoc

testem.

Vliv MK-801 na lokomoc¢ni aktivitu v iiloze AAPA v jednotlivych dennich

sezenich
CELKOVA DRAHA
300 T -
| .
*
250 T L
| 1l *
£ 200 - 'T”L L
© ! * .
-(% ‘ * . ‘I ’ \I I ;lKontrola!
S 150 - ;:[ : , 1 | ' | mMKO1
© : ; : | MKO02 |
é * | | ‘ ‘HMKO,3 |
‘© 100 - ‘ | |
© I * ‘ i |
| * |
5 | - ) & |
01 ” ! Jﬁ* — . f ‘l )
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Graf. 1 Graf lokomocni aktivity zobrazené pro jednotlivé dny. Na ose Y jsou
vyneseny pruméry + S.E.M. Zobrazeny jsou CtyFi skupiny zvirat, kazda po 8
potkanech: 1)kontrola 2)MK-801 v davce 1 mg/kg 3)MK-801 v davce 0,2 mg/kg a
4)MK-801 v davce 0,3 mg/kg. * P < 0.05 ve srovnani s kontrolami.
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Vliv MK-801 na lokomo¢ni aktivitu v Gloze AAPA — souhrnna data za

v§echna denni sezeni

CELKOVA DRAHA

250 - e

200 e
£ |
® 150 — :
L ‘
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Kontrola MK 0,1 MK 0,2 MK 0,3

Graf 2. Graf celkové lokomocni aktivity pro kontroly a zvifata po aplikaci rizné
davky latky MK-801 za vSechny CtyFi dny dohromady. Na ose Y jsou vyneseny

pruméry £ SEM. * P < (.05 ve srovnani s kontrolami.
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7.2. Vliv MK-801 na pocet vstupu do zakazané oblasti v uloze AAPA

Analyza poétu vstuptl po aplikaci MK-801 ukézala, Ze MK-801 statisticky
vyznamné zvy$ilo pocty chybnych vstupti do zakézané oblasti, a to ve vSech
pouzitych davkach. Zatimco niZ§i davka (0,1 mg/kg) zvysila pocet chyb na zhruba
dvojnasobek, vyssi davky (0,2 a 0,3 mg/kg) zvysily pocet chyb velmi markantné.
Rozdil mezi skupinami s MK-801 a kontrolami byl potvrzen dvoufaktorovou

analyzou rozptylu (Skupina x Sezeni) a naslednym post-hoc testem.

Vliv MK-801 na pocet vstupu do zakdzané oblasti v iloze AAPA v

jednotlivych dennich sezenich

POCET VSTUPU
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og- i * . *i o
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% ‘ ‘ ‘ 1 o i‘,MKO.Z 3
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Graf 3. Graf ukazujici pocet chyb — pocet vstupii do Sokové oblasti v jednotlivych
dnech testovani. Na ose Y jsou vyneseny pruméry + S.E.M. Zobrazeny jsou 4
skupiny zvirat: 1) Kontrola 2) MK-801 v davce 0,1 mg/kg 3) MK-801 0,2 mg/kg 4)
MK-801 0,3mg/kg. * P < 0.05 ve srovnani s kontrolami.
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Vliv MK-801 na pocet vstupu do zakazané oblasti v iiloze AAPA — souhrnna

data za vSechna denni sezeni

POCET VSTUPU
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*

100 _

80 |

60

Pocet vstupl
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20

Kontrola MK 0,1 MK 0,2 MK 0,3

Graf 4. Graf vlivu MK-801 v riiznych koncentracich na pocet chybnych vstupii do
Sokové oblasti. Na ose Y jsou vyneseny pruméry + S.EM. * P < 0.05 ve srovndni

s kontrolami.
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7.3. Vliv MK-801 na maximalni ¢as vyhybani v iloze AAPA

Analyza maximalniho ¢asu vyhybani po aplikaci MK-801 ukazala, ze MK-
801 statisticky vyznamn¢ sniZilo dobu, po ktrerou se potkani byli schopni vyhybat
Sokové oblasti, a to ve vSech pouzitych davkéach. Rozdil mezi skupinami s MK-
801 a kontrolami byl potvrzen dvoufaktorovou anlyzou rozptylu (Skupina x

Sezeni) a naslednym post-hoc testem.

Vliv MK-801 na maximalni ¢as vyhybani v iloze AAPA v jednotlivych

dennich sezenich

MAXIMALNI CAS VYHYBANI
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Graf 5. Graf vlivu MK-801 na maximdlni ¢as vyhybani se Sokovému sektoru
v jednotlivych dnech pro 4 skupiny zvirat: 1)kontrola 2)zvifata s nejnizsi davkou
MK-801 0,1 mg/kg 3)MK-801 v davce 0,2 mg/kg a 4)MK-801 v nejvyssi pouZité
davce 0,3mg/kg. Na ose Y jsou vyneseny pruméry + SEM. * P < 0.05 ve

srovnani s kontrolami.

-51 -



Vliv MK-801 na maximalni ¢as vyhybani v iiloze AAPA — souhrnna data za

vSechna denni sezeni

MAXIMALNIi CAS VYHYBANI
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Maximalni ¢as vyhybani [s]
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Graf 6. Graf vlivu MK-801 na maximadlni cas strdveny mimo Sokovou oblast,
vyjadrujici schopnost lokalizovat a vyhybat se zakdzané oblasti. Na ose Y jsou

vyneseny pruméry + S.E.M. * P < 0.05 ve srovndni s kontrolami.
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7.4 Vliv antipsychotickych litek na lokomoci v uloze AAPA

Analyza lokomo¢ni aktivity ukazala, Ze aplikace samotnych antipsychotik
(bez MK-801) vedla u vSech skupin ke zvySeni lokomo¢ni aktivity oproti
kontrolnim potkanim, jimz byl aplikovéan fyziologicky roztok. Nejvétsi narust byl
pozorovan po aplikaci samotného ritanserinu, ktery zpisobil v tomto parametru
nejvétsi zvySeni lokomocéni aktivity oproti kontrolnim potkanim. Analyza
rozptylu a nasledny Newman-Keulstiv test prokadzal, Ze po aplikaci MK-801,
risperidonu, ritanserinu a haloperidolu doslo ke zvy$eni lokomo¢ni aktivity, a to

konzistentné po celou dobu tréninku (P < 0.05).

Vliv samotnych antipsychotik na lokomoci ve srovnani s kontrolami
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Graf 7. Graf vlivu MK-801, ritanserinu, risperidonu a haloperidonu na celkovou
lokomocni aktivitu. Na ose Y jsou vyneseny pruméry + SEM. * P < 0.05 ve

srovndni s kontrolami.
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Pokud byla antipsychotika aplikovana spole¢né s MK-801 a jejich efekt
byl srovnan se samotnym MK-801, ukazalo se, Ze ko-aplikace antipsychotik s
MK-801 nesnizila lokomoci potkani vzhledem ke zvifatim jimZ byl aplikovan
samotny dizocilpin (P > 0.05), naopak ko-aplikace ritanserinu s MK-801
signifikantné zvyS$ila lokomoci oproti samotnému dizocilpinu. (podle analyzy

rozptylu a post-hoc testu; P < 0.05)

Vliv antipsychotik ko-aplikovanych s MK-801 na lokomoci ve srovnini se

samotnym MK-801
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Graf 8. Graf vlivu koaplikace litky MK-801 spolecné s risperidonem,
ritanserinem a haloperidolem. Na ose Y jsou vyneseny priméry + SEM # P <

0.05 ve srovnadni s MK-801 0.1 mg/kg.
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7.5 Vliv antipsychotickych litek na pocet vstupu do zakazané oblasti

Analyza poétu chyb ukazala, Ze aplikace samotnych antipsychotik (bez
MK-801) vedla ke zhorSeni v tomto parametru oproti kontrolnim potkanim, jimz
byl aplikovan fyziologicky roztok. Vyjimkou byl samotny ritanserin, ktery se
statisticky vyznamné neli$i v tomto parametru oproti kontrolni skupiné potkani.
Naopak nejvétsi narist po¢tu chyb byl zaznamenan po aplikaci risperidonu,
pfiCemZ toto zvySeni bylo né€kolikanasobné. Analyza rozptylu a nasledny
Newman-Keulsv test prokazal, Ze po aplikaci risperidonu a haloperidolu doslo
ke zvySeni poétu vstupi do zakazané oblasti, a to konzistentn€ po celou dobu

tréninku (P < 0.05).

Vliv antipsychotik samotnych na pocet vstupu do zakazané oblasti
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Graf 9. Graf vlivu samotnych antipsychotik na celkovy pocet vstupi. Na ose Y

Jjsou vyneseny pruméry + S.E.M. * P < (.05 ve srovnani s kontrolami.
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Pokud byla antipsychotika aplikovana spoleéné s MK-801 a jejich efekt
byl srovnan se samotnym MK-801, ukazalo se, Ze ko-aplikace antipsychotik s
dizocilpinem zlepsila vykon potkani v tomto parametru vzhledem ke zvifatim
jimZz byl aplikovan samotny dizocilpin (P < 0.05), avSak toto zmirnéni
kognitivniho deficitu nedosahlo tGrovné kontrolnich zvifat s fyziologickym
roztokem, od kterych se potkani s ko-aplikovanym MK-801 a antipsychotiky
rovnéz lisili. (podle analyzy rozptylu a post-hoc testu; P < 0.05).

Vliv antipsychotik koaplikovanych s MK-801 na pocet vstupii do zakdzané

oblasti ve srovnani se samotnym MK-801
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Graf 10. Graf viivu koaplikace antipsychotickych litek a MK-801 na celkovy
pocet vstupu. Na ose Y jsou vyneseny pruméry + S.EM. # P < 0.05 ve srovndni
s MK-801 0.1 mg/kg.
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7.6 Vliv antipsychotickych litek na maximalni ¢as vyhybani

Analyza maximalniho ¢asu vyhybani ukazala, Ze aplikace samotnych
antipsychotik (bez MK-801) vedla ke zhorSeni v tomto parametru oproti
kontrolnim potkantim, jimz byl aplikovan fyziologicky roztok, pfi¢emZ nejmensi,
av8ak pfesto signifikatni zhorSeni bylo zji§téno po aplikaci ritanserinu. Analyza
rozptylu a nasledny Newman-Keulstiv test prokazal, Ze po aplikaci risperidonu,
ritanserinu a haloperidolu do$lo ke sniZeni maximalniho €asu vyhybani, a to

konzistentn€ po celou dobu tréninku (P < 0.05).

Vliv antipsychotik samotnych na maximalni ¢as vyhybani
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Graf 11. Graf vlivu samotnych antipsychotickych ldtek na maximdlni cas
vyhybani. Na ose Y jsou vyneseny pruméry + S.EM. * P < 0.05 ve srovndni

s kontrolami.
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Pokud byla antipsychotika aplikovana spole¢né s MK-801 a jejich efekt
byl srovnan se samotnym MK-801, ukazalo se, Ze pouze ko-aplikace risperidonu
s dizocilpinem zlep$ila vykon potkant v tomto parametru vzhledem ke zvifatim
jimZz byl aplikovan samotny dizocilpin (P < 0.05), avSak toto zmirnéni
kognitivniho deficitu nedosdhlo urovné kontrolnich zvifat s fyziologickym
roztokem, od kterych se potkani s ko-aplikovanym MK-801 a antipsychotiky
rovnéz liili. (podle analyzy rozptylu a post-hoc testu; P < 0.05)

Vliv antipsychotik koaplikovanych s MK-801 na maximalni ¢as vyhybani ve

srovnani se samotnym MK-801
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Graf 12.Graf vlivu koaplikace antipsychotik a MK-801 na maximdlni cas
vyhybani. Na ose Y jsou vyneseny pruméry + S.E.M. # P < 0.05 ve srovndni s MK-

801 0.1 mg/kg.
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8. kapitola — Diskuse

8.1 Vliv MK-801 na lokomoci a prostorové chovani

Kognitivni deficit hraje klicovou ulohu v dusevnich onemocnénich jakym
je napfiklad i schizofrenie. S velkou pravdépodobnosti zahrnuje zmény
glutamatové signalizace v rtiznych oblastech mozku, zprostfedkované mimo jiné
glutamatovymi NMDA receptory. U potkani antagonistt NMDA receptord
zvySuji lokomocni aktivitu, indukuji jednoduché a nediferencované modely
chovani, které jak predpoklddame odpovidaji nékterym kognitivnim deficitim

nalézanych u pacienti se schizofrenii (Nilsson, 2006).

Pfedkladand diplomova prace ukazuje, Ze aplikace MK-801 ve vsech
sledovanych davkach poskozuje prostorové chovani a zvySuje lokomo¢ni aktivitu
vuloze AAPA. Je namist¢ poznamenat, Ze dizocilpinem indukovana
hyperlokomoce by se mohla vyznamné podilet i na deficitu prostorové orientace,
kdy by zvySeni lokomoce mohlo jako ,vedlejSi produkt* poSkodit rovnéz

efektivitu feSeni dané prostorové ulohy.

Na druhou stranu, né€které latky, které zpisobuji nadmérnou lokomoci,
zachovavaji nepoSkozené prostorové chovani, jak bylo ukézano napf. v piipadé
agonisty D2 receptori quinpirolu (Stuchlik et al., 2007, v tisku). To naznaluje, Ze
deficit v prostorové orientaci se po aplikaci MK-801 objevuje paralelné

s nadmérnou lokomoci.

Kognitivni deficit a zvySeni lokomotorické aktivity pozorované v moji
praci jsou v souladu s literaturou. Mnohé studie ukazuji, ze MK-801 zpusobuje
deficit v ulohach prostorového chovani v davkach presahujicich 0,05 mg/kg (napf.
Ahlander, et al., 1999). Podani MK-801 u mys$i zpisobuje hyperaktivitu a zmény
chovani, které odpovidaji kognitivnimu deficitu pozorovanému u schizofrenie.
Testovani bylo provedeno na animéalnim modelu kognitivniho deficitu
schizofrenie a autismu vyvolaném MK-801. Podani dopaminového stabilizatoru

ACRI16 tyto projevy potlacilo (Nilsson et al., 2004).

Antagonisté NMDA receptori zhorSuji kognitivni funkce zéavislé na
prefrontalnim kortexu. Existuji studie potvrzujici zmény chovani po podani MK-
801 projevujici se lokomoci, stereotypnim ¢ichdnim a ataxii. Napiiklad cilem

studie Verma a Moghaddam (1996) bylo ukazat ulohu excita¢nich aminokyselin a
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dopaminovych receptorti na asociaéni funkce prefrontalniho kortexu (PFC) u
potkanti. Nekompetitivni antagonistt NMDA receptori ketamin a MK-801
zhorsily chovani v T-bludisti oproti kontrolnim zvifatim. Podani antagonisti
dopaminovych receptori raclopridu, SCH-23390 a haloperidolu nepfineslo
signifikantni zmény, ale jejich podani spole¢né s ketaminem, vedlo ke sniZeni
poctu chybnych feSeni s vyjimkou SCH-23390, ktery tento efekt nevyvolal.
(Verma a Moghaddam, 1996).

V nedéavné studii Rung a spol. (2005) ukazali, ze MK-801 zplsobuje také
socialni stazeni (social withdrawal), tedy omezeni socialnich interakci, a tito
autofi tedy navrhuji, Ze by aplikace nizkych davek mohla byt povaZovéana i za
model negativnich symptomil schizofrenie mezi které socialni staZeni a citova

oplosténost patfi.

V souladu s literaturou vysledky diplomové prace ukazuji, Ze aplikace
latky MK-801 laboratornim zvifatim zvySuje lokomocni aktivitu ve vSech
pouzitych davkéach v uloze AAPA. Vsechny davky rovnéz zvysuji pocet chybnych
vstupll do zakazané oblasti a podobnych vysledki bylo dosaZeno i v parametru
maximalniho vyhybani se mistu, kde MK-801 ve vSech davkach sniZuje tento ¢as
vyhybani. Z vySe zminénych vysledki lze uzaviit, Ze aplikace MK-801 vede ke
kognitivnimu deficitu v iloze AAPA a zvySeni lokomocni aktivity, z ¢ehoz
vyplyva relativné vysoka fenomenologickd validita tohoto farmakologického

modelu.

Systémové podani glycinu a D-serinu, agonistd glycinového vazebného
mista NMDA receptoru, sniZzuje hyperaktivitu zplisobenou MK-801.
Intraventrikularni podani D-serinu také tuto hyperaktivitu sniZuje, narozdil od L-
serinu, ktery hyperaktivitu zpisobenou MK-801 nesniZuje. Zda se tedy, Ze
ovlivnéni glycinového allosterického mista NMDA receptoru by mohlo
predstavovat ucinny zpisob, jak zmirnit zmény chovani navozené¢ MK-801. To
naznacuje, Ze latky interagujici s timto vazebnym mistem by mohly pfedstavovat

slibnou skupinu latek s potencialni klinickou u¢innosti. (Nilsson et al., 1997).
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8.2 Porovnani u¢inku antipsychotik v iloze AAPA

vvvvvv

savcl. Je dblezity pfi vyvoji mozku, plasticit® mozku a neurotoxicité. Rada
soucasnych studii ukazuje na poruchu glutamatergni transmise u pacienti se
schizofrenii. Latky v¢etné glutamatu, které aktivuji NMDA receptory, jsou u
medikovanych pacientti sniZeny. Naopak latky, které blokuji NMDA receptory,
jsou zvySeny (Bubenikova, 2005). Pravé zvySena hladina glutamatu po
haloperidolu ve striatdlni oblasti muize byt zodpovédna za rozvoj

extrapyramidalniho syndromu (Marchese et al., 2002).

Vysledky ptedkladané diplomové prace ukazuji, Ze aplikace samotnych
antipsychotik zvySuje lokomoc¢ni aktivitu, pfi¢emz nejvyraznéji se zvySeni
lokomo¢ni aktivity projevilo po aplikaci ritanserinu. Naopak aplikace samotného
ritanserinu nezhorSuje pocet chyb, zatimco aplikace samotného risperidonu i
haloperidolu pocet chyb zvysuje. Parametr maximalniho vyhybani se mistu byl

zhorSen po aplikaci v§ech samotnych antipsychotik.

Studiem vlivu 5-HT2 antagonisty ritanserinu se zabyvala nedavna studie
Naghdi et al. (2005). Vysledky intrahipokampalni injekce ritanserinu (5-HT2azc
antagonista) a granisetronu (5-HT3;) do CA1 oblasti hipokampti potkanti 20 minut
pfed podrobenim se uloze Morrisova vodniho bludiSt€ ukazuji, Ze ritanserin
signifikantné sniZuje ,,escape latency* a uplavanou vzdalenost k ostriivku, naopak
po granisetronu se tyto parametry zvySily. Tyto vysledky ukazuji, na riiznou dlohu

5-HT,a 5-HTsreceptori pfi feSeni prostorovych uloh (Naghdi, 2005).

Koaplikace antipsychotik a MK-801 pfinesla nasledujici vysledky:
Aplikace ritanserinu spolu s MK-801 vede ke zvySeni lokomoc¢ni aktivity.
K analogickym vysledktim dospéli také autofi studie zybyvajici se interakci mezi
serotoninovymi 5-HT,. receptory a glutamatovymi NMDA receptory v nc.
accumbens (Hutson et al.,, 2000), ve které antagonista serotoninového 5-HT

receptoru zvySoval u¢inek MK-801 na lokomoci potkana.

Jina studie uvadi, Ze na vyrovnani deficitu PPI zpusobené MK-801 je
nutné inhibovat oba podtypy serotoninového receptoru (5-HTa 1 5-HTyc).
Aplikace samotného ritanserinu neméla vliv na spontanni droverdl PPI, avSak

ritanserin v kombinaci s MK-801 statisticky vyznamné zvyS$il hodnotu PPI ve
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srovnani s MK-801 (Bubenikova, 2005). Tato data vyznamné poukazuji na piimé
funk¢éni propojeni serotonergniho systému prostfednictvim serotoninovych 5-
HT>4 receptori se systémem glutamatergnim. Interakci serotoninovych 5-HT>4 a
glutamatovych NMDA receptorii potvrzuji i né€které dalSi nalezy. Napiiklad
podani agonistd serotoninovych 5-HT»a receptori zvysi glutaméatem indukované

excitaéni postsynaptické proudy v prefrontalni kiife (Aghajanian a Marek, 1997).

Také né€kolik studii poukazuje na potencialni antipsychotické vlastnosti
antagonisti serotoninovych 5-HT,a receptori v animalnim modelu schizofrenii
podobného chovani, véetné zlepseni indukovaného kognitivniho deficitu (Mirjana
et al., 2004; O'Neill et al., 1999; Martin et al., 1997). Soucasné i klinické studie
ukazuji na mozné pouziti antagonistii serotoninovych 5-HT,a receptorti v 1é¢bé
schizofrenie, a to predev§im v souvislosti se zlepSenim pfitomného kognitivniho

deficitu (Potkin et al., 2001).

Naopak aplikace risperidonu s MK-801, nevedla podobné jako aplikace
haloperidolu s MK-801 v ptfedkladané praci k signifikantni zmé&né lokomoc¢ni
aktivity. Koaplikace vSech antipsychotik a latky MK-801 zpitisobuje signifikantni
sniZzeni po¢tu chybnych vstupti oproti samotné aplikaci MK-801, avSak ne aZ na
uroveni kontrolnich zvifat, coz je v souladu s podobnymi vysledky uvadénymi
v literatufe. Statisticky vyznamnéj$iho zlepSeni oproti samotnému MK-801
dosahla v parametru maximalniho vyhybani pouze koaplikace risperidonu s MK-
801.

Ve studii Boast (1999) bylo zjisténo, Ze antagonisté 5-HT receptort
zlepSuji chovani potkant sbirajicich pelety v radidlnim bludisti po aplikaci MK-
801. Ziskana data studie zaloZené na kombinovani pracovni paméti a zkuSenosti
z ptedchozich sezeni znemozZnénim vstupu do uritych ramen ukazala, Ze
koaplikace ritanserinu a MK-801 snizujé pocet chyb v této tloze v porovnani

s pusobenim samotného MK-801 (Boast, 1999).

Antipsychotika inhibuji MK-801-zprostiedkované chovani v zavislosti na

davce, korespondujici s antipsychotickym potencialem u lidi (Adiné et al., 1999).

Nilsson et al., studovali a kvantifikovali zmény chovani u mysi zptisobené
podanim MK-801 za pouZiti automatického zdznamového systému. Dale byl

zkouman efekt ¢tyr antipsychotickych latek: haloperidolu, clozapinu, risperidonu
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a M100907 a byl porovnan jejich ucinek na blokddou NMDA receptort
idukované zmény chovani. Bylo zji§téno, Ze kazda pouzita latka méla pon€kud
odlisny ucinek na MK-801-vyvolané zmény chovani. Haloperidol v davkach
redukujicich hyperaktivitu na drovei kontrol, nebyl schopny obnovit riznorodost
a pestrost chovani. Naopak antipsychotika blokujici 5-HT>a receptory (risperidon,
klozapin 1 M100907) zvySovaly komplexitu chovani zvirat spoleéné¢ s MK-801
v davkéach redukujicich MK-801 indukovanou hyperaktivitu na drovenl kontrol

(Nilsson et al., 2001).

Vysledky predkladané diplomové prace mimo jiné podporuji i prediktivni
validitu modelu schizofrenii podobného chovéni vyvolaného aplikaci latky MK-
801.
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9. kapitola — Zavér

V této praci jsem se rozhodla Ctendfim predstavit animalni model

schizofrenie, ktery se Casto vyuziva pfi modelovani lidskych psychiatrickych

onemocnéni, konkrétn¢ schizofrenie, a slouzi k poodhaleni pfi¢in tohoto

onemocnéni a k vyvoji a testovani léCiv, které by ,vylécily” nebo alespoii

zmirnily projevy tohoto onemocnéni a pfisp€ly ke zkvalitnéni a zpfijemnéni

Zivota nemocnych i jejich okoli.

V predkladané diplomové praci jsou popsany zmény chovéani, resp.
zmény lokomoc¢ni aktivity a prostorové orientace za pouZiti alohy
AAPA po systémovém podani nekompetitivniho antagonisty NMDA
receptori latky MK-801. Prace dale ukazuje, jaky na tento model
schizofrenii podobného chovani mél vliv nékterych latek s klinickou
antipsychotickou ucinnosti, jmenovité: risperidon, haloperidol a

ritanserin.

Vysledky diplomové prace ukazuji, Ze aplikace MK-801 vedla ke

kognitivnimu deficitu v iloze AAPA a zvySeni lokomo¢ni aktivity.

Samotna antipsychotika mirné zvySuji lokomo¢ni aktivitu. Aplikace
samotného risperidnu vyrazné zvySuje pofet chyb viloze AAPA.
Schopnost zapamatovat si Sokovou oblast je u laboratornich zvirat po

aplikaci antipsychotik mens$i neZ u kontrolnich zvirat.

Antipsychotika v kombinaci s latkou MK-801 sniZuji pocet chyb
v tiloze AAPA.
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