Ptirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy

Katedra biochemie

LATERALIZACE MEDIATOROVEHO SYSTEMU OXIDU DUSNATEHO
V HIPOKAMPU CLOVEKA A JEJI PATOLOGICKE ZMENY

Diplomova prace

Petra Hovorkova

s fd”d‘t \ ———
wEL — -
- G X l"’( ) ’I
/ 3
B 61T D
) |/ = (:loi
e j/ 2 Ctmtine + 3 o= ® ®
Tam ok @

;e_;# ag S camp+ PP

23 e
Ncuz'm. Postsynaptic Neu.ran-
T EADME it 7) AT BIP4E 12

Jetrior of beed vessel “Nescuier endathelial cel Vascular smooth. wusde cell

2 Lt T LE 100 b 1 &L LI TN
ﬁ Wi "(;xp&,‘ -n -api—v
1;:"1' J,:F\‘t ! DNA Ribonucleotides \\
oA~ m ”“‘ bt N
x-:.;z @ ,Ncs roductase \.\
iy m"sa«» LSV i \
oy / : !
1 C )
/ e |
Arginine —————» {
4 ok }
/.-'
Macrophage -
E v 38 he

Vedouci diplomové prace: ing. Zdena Kristofikova

Garant diplomové prace: RNDr. Simona Eklova

Praha 2006



Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné s pouZitim uvedené

literatury.

V Praze 4. 5. 2006 L(I%rY, Mq”\// Petra Hovorkova



Rada podékovala v8em, ktefi se podileli na vzniku této diplomové prace, zeyména:

e MUDr. Emerichu Majerovi z PATOL, s.r.o za histologickou analyzu autoptické
mozkové tkané;

e RNDr. Janu Ri¢nému, CSc. z Fyziologického ustavu AV CR za stanoveni
aminokyselin metodou HPLC;

e MUDr. Petru Zachovi, CSc. z Anatomického ustavu 3. lékarské fakulty UK za
volumetrii plana temporale;

e Psychiatrickému centru Praha (PCP) za finanéni podporu (grant IGA MZ CR
NF/7576-3);

e Mgr. Iryné Skubé-Kozmikové a dalsim pracovnikiim z Laboratofe biochemie a
patofyziologie mozku PCP za pomoc (nejen) pii experimentéalni préci, zv1asté pak
ing. Zdené Kristofikové za vedeni diplomové prace;

e Bc. Pavlu Mackovi za pomoc s formalnim zpracovanim.

(obr. na titulni strdnce: Schéma funkce syntaz oxidu dusnatého (NOS): nahofe — nNOS;

uprostfed — eNOS; dole — INOS; pfevzato z [127])



OBSAH

L UVOD ettt ettt et st st e bt e bt e st e e st e b st e saeenaensenaeetaenean 6
2. LITERARNI PREHLED ....oosevtomritimeeiirreeneessssesese s sssssssssssessssssesessssssssssssssneees 8
2.1, ASYmetricKy MOZEK ....cc.eiriiiiiiiiiiee et e 8
2.1.1. ASYmetrie ObIatlOVCU. ... ccueruiiuieiiiirieeie sttt et anne s 8
2.1.2 Lateralizace 1idsk€ho mOzKu .........c.coooiiiiiiiiiniiiiee e 11
2.1.3 Patologické zmény mozkové lateralizace ..........cocceevviviiiniinneeniiiiiie e, 18
2.2. Ox1d dusnaty vV MOZKU .....cccvioiiviiiiiiiieiiiiie ettt evee e saaesreesaaenes 22
2.2.1. Syntazy oxidu duSNAtENO .......coovveviriirieriitiriercere e 22
2.2.2 Chemické premény NO V OTZaNiSIMU.......ccoevureveeieriienieenieeieeiesieeee e eeesesvesaeans 24
2.2.3 Molekularni G¢inky NO V DUCE .......ccceeviieiiiiieeiieeiee et 25
2.2.4 Fyz10logicka r01€ NO.......cociiiiiiiieiisieeteese ettt 26
2.2.5 NO v patologickych Stavech .........ccooviviiiiieiiiniiiieciccc e 28

3. CILE PRACE ..ottt 34
4. MATERIAL A METODY ..ot 35
4.1 Autopticka lidskd mozkova tKAN ..........cccoeieiiiieie 35
4.2 Biochemickd analyza MOZKU..........cccerciiiriiiiiiiienieteee e 36
4.2.1 Stanoveni exprese NOS (,,Western blot™) ........cccoovveviiiiiciiiiiiieeee e, 36
4.2.2 Stanoveni aktivit NOS ......ooiiiiiiiie et 37
4.2.3 Stanoveni koncentrace proteintl..........oocecverieruereniririenieneneneeeeeeir e 38

4.3 DalSi PATAIMELTY ....eeiiiiiieitieiie sttt ettt e bt e s aee et e snesebessae s 39
4.4 INdeX 1atErality ....oeoviiiriiiiieiiecie ettt et ste et erte e b e eareenbeerae e 39
4.5 Statistick€ zpracovani dat...........cccooireieiiiiee e e 40
5. VYSLEDKY ooooovivuueeissmneseeessaeessessss s ssesss s sesss s s sss s sssssnsseneees 41
5.1 ANAlyZOVAnY SOUDOT ......cc.iiciiiiiiiiiiriieite ettt ettt et steesbeestaessbeessaesebesnaesenensnenns 41
S.2EXPrese NOS ... et 42
5.3 AKHVIEA NOS ..ottt ettt et st e sttt 43
5.4 DalSi namerené Parametly..........ccoerereeieriiiienieeieneese ettt sbe e e e sees 45
5.5 Srovnani IndeX [ateTality ......c.ccoviiiiiiiiiiiieciiee e 48



6. DISKUSE ... e s 53

6.1 Mediatorovy systém NO u Kontrol..........coocveeiiiiiiiiiiiiiieece e 53
6.2 Mediatorovy systém NO za patologickych podminek ............cccccveriiriiiniiiicninnnnn. 55
T ZAVER ...ttt 58
8. SEZNAM LITERATURY .......coovvirmrmriieeieeieeesesesesieseeaesesss s sessanees 59
9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....oouoviveiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeenes e 70
10, PRILOHY <ot er s eneoe 72



1. UVOD

Prava a leva hemisféra lidského mozku jsou anatomicky i funkéné asymetrické, coz
se nejvyraznéji projevuje specializaci kazdé hemisféry pro rozdilné kognitivni a
behavioralni funkce. Mozkova asymetrie se vytvaii velmi Casné b€hem prenatalniho
vyvoje a jeji geneticky podminéné schéma je vystaveno plisobeni fadé endogennich i
exogennich faktord po cely Zivot jedince. Hipokampus je hemisférickou oblasti vyznamné
se podilejici na vzniku a pfetvafeni mozkové asymetrie.

Pfitomnost patologického procesu v  CNS se mimo jiné muzZe projevit jako
abnormalita obvyklé cerebralni lateralizace. Zmény mozkové asymetrie byly zaznamenany
u neurovyvojovych (schizofrenie), ale i neurodegenrativnich (Alzheimerova choroba)
onemocnéni.

Funkce mozku je zaloZena na pfenosu signalu, zprostfedkovanému mezi nerovymi
buitkami neurotransmittery a neuromodulatory. Asymetrie mozku existuje i na této
neurochemické drovni. Byla popséna lateralizace klasickych neurotransmitterovych
systémi a né€kterych dalSich peptidergnich systémt. Pti neuropsychiatrickych poruchach
Jje poruSen pfenos nervového signalu, zvlasté v oblasti chemickych synapsi, mize se tedy
ménit 1 normalni neurochemicka lateralizace.

Oxid dusnaty (NO) je neobvyklou signalizaéni molekulou nervového systému.
Fyzikalni vlastnosti NO (mald hydrofobni molekula) znemoziuji jeho uchovavani ve
vezikulach ohrani¢enych fosfolipidovou membranou. Tudiz je narozdil od obvyklych
neurotransmitterd  syntetizovan podle potieby a neni ani skladovan, ani uvolfiovan
exocytozou, ale jednoduse difunduje z nervového zakonceni. Z toho diivodu je syntéza NO
klicova v regulaci jeho aktivity. Tvorbu NO v organismu zaji§tuji izoenzymy syntazy
oxidu dusnatého (NOS): endotelovd NOS (eNOS), neuronalni NOS (nNOS) a
indukovatelna NOS (iNOS).

Kromé ulohy neurotransmitteru a neuromodulatoru ma NO i dalsi u¢inky, nékteré
z nichz mohou mit neurotoxické dusledky. Oxida¢ni u¢inky nadbytku NO a zvlasté jeho
metabolitu peroxynitritu, ONOO", zplsobuji poSkozeni fady bunécnych struktur,
vedoucich k apoptdze €i nekréze buiiky. Patologické mechanismy, na nichz se NO miZe
podilet, jsou soucasti fady onemocnéni, zejména neurodegenerativnich (Alzheimerova
choroba), ale i dalSich (schizofrenie). Byly jiZ zaznamenany nékteré zmény metabolismu

NO béhem téchto onemocnéni.



Lateralita mediatorového systému NO a jeji pfipadné zmény vyvolané
patologickym dé&jem doposud nebyla studovana. Naplni této prace bylo otestovat lateralitu
mediatorového systému NO v autoptické mozkové tkani kontrolnich jedincl a pacientt
s Alzheimerovou chorobou a schizofrenii. Za timto Uéelem byly stanoveny hodnoty
exprese ti izoforem NOS a jejich aktivit v pravém a levém hipokampu kazdého jedince.

Dale byly ziskdny udaje o n¢kterych dalSich parametrech metabolismu NO:
koncentrace aminokyselin L-glutamatu (vyznamny pro funkci nNOS), L-argininu (substrat
pro tvorbu NO) a L-citrulinu (vedlej$i produkt tvorby NO), dusi¢nant a dusitani (stabilni
produkty pfemény NO v télnich tekutinach). Morfologické parametry korové oblasti
planum temporale, jehoZ asymetrie podle udaji v literatufe koreluje se stupném

pravorukosti, byly ziskany pro porovnani s anatomickou a funkéni asymetrii mozku.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Asymetricky mozek

2.1.1. Asymetrie obratlovcu

Orientovany pohyb vnasi orientaci 1 do stavby té€la zivého organismu. S dopfednym
pohybem se odlisil kranialni a kaudalni smér na Zivoc€iSném téle a primitivni radialni
symetrie se redukovala na bilateralni. Ve dvoustrané symetrickém télesném planu
obratlovcu se vSak vyskytuji rizn€ patrné odchylky mezi pravou a levou stranou, které
nemaji normalni (Gaussovo) rozlozeni a nelze je proto povazovat za fluktuujici asymetrie
objevujici se béhem ristu bilateraln€ symetrického organismu. Pivod a smysl pravo-levé

asymetrie je, na rozdil od rozliSeni hlavy a ocasu, mnohem méné€ vyjasnén.

Livingstone © BIODIDAC

obr. ¢. 1: Bilateralni symetrie a télesné osy (Cervené): a — anterioposteriorni,
b — dorzoventralni, ¢ — pravoleva (prevzato z [128])



Vyvoj zarodku ve trojrozmérném prostoru vyZaduje strukturni informaci podél tfi
ortogonalnich os — anteriorposteriorni, dorzoventralni a pravolevé (viz obr. &. 1, str. 8).
Mnoho vyzkumu bylo vé€novano molekularnim mechanismim morfogeneze podél
anterioposteriorni, dorzoventrdlni a mediolaterdlni osy — které jsou postacujici za
ptedpokladu bilateralni symetrie. Napadné pravolevé asymetrie v umisténi organt
v télesném planu obratloved (téméf vSechny vnitini orgény jsou pravolevé asymetrické
v jejich anatomii, umisténi a n€kdy i funkci) v§ak tento pfedpoklad zpochybiiuji. U vyssich
savcl se systematickd pravoleva asymetrie rozsifuje i na mozek a nervovy systém, coZz ma
hluboké dusledky pro chovani a kognitivni schopnosti [1].

Napadné abnormality ve vyvoji laterality u c¢lov€ka tvofi skupinu vrozenych
defektd s podstatnymi klinickymi dasledky. Situs inversus znamena uplné zrcadlové
prevraceni vnitfnich organd. Vyskytuje se vzacné (1 ptipad na 10 000 porodd [2]) a nema
zavaznéjsi dopad na zdravi jedince — narozdil od ostatnich poruch jako izomerismus (ztrata
asymetrie), inverze jednotlivych organt (naptf. dextrokardie aneb ,,srdce na pravém misté*)
nebo heterotaxie (ztrata souladu mezi jednotlivymi orgény). Pozoruhodné je, Ze s asymetrii
vnitfnich organt nekoreluje fada asymetrii vazanych na CNS. Asymetrie jazykovych
funkei a vyskyt levorukosti je u jedinch se situs inversus stejny jako u ostatni populace.
Z toho se lze domnivat, Ze mechanismy zodpovédné za asymetrii vnitinich organti se ve
velmi ranné fazi vyvoje oddé€luji od téch, které ustavuji asymetrii mozkovou. [3]

Asymetrie mozkovych funkci a jeji evoluéni pivod ptedstavuje jednu ze zdsadnich
otazek moderni neurovédy. Mozek je povazovan za asymetricky (nebo lateralizovany),
pokud se jedna strana (hemisféra nebo jind mozkova oblast) strukturné odliSuje od druhé
a/nebo vykonava jiné funkce. U ¢lovéka se jazyk a tvorba fe€i obvykle pfisuzuje levé
hemisféte, zatimco prava hemisféra je sidlem schopnosti emoéniho a prostorove-
orientatniho charakteru. Kazda z hemisfér kontroluje, vzhledem ke kfiZeni nervovych
drah, opacnou stranu téla v¢etné obli¢ejovych svalil. Odtud ziejme plyne zndma odlisnost
levé a pravé poloviny obliceje - emoce jsou silngji vyjadfovany levou polovinou obliceje,
kdeZto béhem feci se vice pohybuje prava polovina ust [4] (viz obr. €. 2, str. 10). Stejné tak
lokalizace feCovych funkci podporuje prevazujici pouziti pravé ruky pro psani a tim jeji

celkovou pfevahu v sile a dovednosti.



.

obr. ¢. 2: Asymetrie lidského obli¢eje — homi fada: uprostred pavodni fotografie, po
stranach obrazy vytvorené zrcadlenim polovin oblieje (pfevzato z [129]); dole: prava a leva

polovina obliéeje pfedstavuje pro vychodoasijské mysleni odlisné kvality (pfevzato z [130])

Lateralizace mozku byla dlouho povazovana za charakteristickou zvlastnost
lidského druhu, spojenou s jazykem a koncetinovou preferenci. V poslednich nékolika
desitkach let se vSak mnozi evidence o lateralizaci mozkovych funkci u dalSich organismi,
od niz8ich obratlovcd (ryby, plazi obojzivelnici) [1], pfes ptaky [S], hlodavce (potkany,
mysi) [6] az po primaty [7]. Napiiklad ptaci s nizkym stupném binokularniho vidéni ve
frontalnim poli (vlivem umisténi o€i po stranach hlavy) mohou specializaci hemisfér
vyuzivat k tomu, aby zabranili konfliktu vjemd vnimanych kazdym okem zvlast' (jedna
hemisféra je dominantni ve zpracovani vizualnich podnéta [8]). U savci umoziiuje
rozvinuty corpus callosum zprostfedkovani vjemu do obou hemisfér, nicméné informace,
ktera docili hemisféry ptes corpus callosum se kvalitativné 1i8i od té, ktera docili hemisféry
piimo. Se zvétSujicim se mozkem také vyrazné klesa efektivita sdileni informaci pfes
corpus callosum vzhledem k ¢asovym prodlevam. Vyvoj mozku ke stale se zvySujici
komplexnosti vyustil ve funk¢ni specializaci hemisfér, jelikoz fizeni prostfednictvim

zdvojenych struktur v kazdé hemisfére se stalo nevyhodnym.
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Z0stavé otazkou, zda se mozkova asymetrie vyvinula u ptakl a u savcl nezavisle
na sobé, ¢i zda byla zdédéna od spole¢ného plaziho ptfedka. Myslenku rané evoluce
mozkové asymetrie podporuji nalezy sahajici aZz do prvohorniho kambria: na pravé ¢asti
fosilnich t€l trilobiti byl pozorovan vyssi vyskyt jizev, z ¢ehoZ lze usuzovat, Ze trilobiti
inklinovali k Uniku pohybem doleva, nebo Ze se jejich predatofi vyznacovali asymetrii ve
sméru utoku [9]. Asymetrie v Unikovych reakcich pred predatorem jsou dnes pozorovany u
mnoha niz8ich obratlovell (ryby, obojZivelnici i plazi), stejné tak jako nékteré dalsi
behaviordlni asymetrie napf. v sexualnim chovani, v obrannych reakcich aj. [1]. Néktefi
autofi vSak stale soudi, Ze separace funkci hemisfér a jejich lateralizace umoznily
progresivni vzrist ve velikosti mozku, vyvoj jazyka a fe€i a tim vydéleni druhu Homo

sapiens [10].

2.1.2 Lateralizace lidského mozku

Asymetrie lidského mozku byla pozorovéana na rtiznych urovnich — volumetrické,
morfologické, histologické, cytoarchitektonické, metabolické, kognitivni, behavioralni aj.
V posledni dobé roste zdjem zejména o neurochemickou lateralizaci lidského mozku, na
jejimz zaklad¢ se strukturné-funkéni asymetrie vytvari a méni. Hemisféry lidského mozku
vznikaji zhruba v 6 tydnu ve vyvoji embrya a ve 30 tydnu uz jsou zietelné viditelné
asymetrie planum temporale [11]. Rozhodujici molekularni déje se tudiZ musi odehrat o
mnoho tydnd dfive, béhem korové neurogeneze a migrace neuroni do mozkové kiry.
Asymetrie genové transkripce v pravé a levé mozkové kire ¢lovéka byla pozorovana jiz ve

12 tydnu embryonalniho vyvoje [12].

2.1.2.1 Anatomicka asymetrie

Anatomické odliSnosti pravé a levé hemisféry koncového mozku Elovéka zahrnuji
makroskopické rozdily v celkovém objemu, gyrifikaci, délce a zakiiveni jednotlivych ryh
(sulci), stejné jako mikroskopické rozdily v utvafeni neuronové sit€ a rozlozeni gliovych
bunék. Plvodni pozorovani povrchovych asymetrii bylo ndsledovano zjisténim rozdilt ve
velikosti a poctu jednotlivych gyrG (Heschliv gyrus) a rozmérd oblasti jako planum

temporale.
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Ve druhé poloving 20. stoleti se stala predmétem mnoha uvah hypotéza o spojitosti
mezi morfologickymi a funk&nimi mozkovymi asymetriemi. S rozvojem zobrazovacich
metod vyuzivajicich magnetickou rezonanci (MRI) se rozsifuji moznosti ziskavani
anatomickych dat a jejich korelovani sfunkénim meéfenim lateralizovanych
psychologickych procesii. Dal§im vyuzitim téchto technik byly pozorovany
neuroanatomické asymetrie zahrnujici asymetrii hipokampu, sulcus centralis, mozecku,
motorickych neuront v mise aj. [13]

Nejhrubsi anatomické asymetrie lidského mozku jsou pozorovatelné pouhym okem
(viz obr. ¢. 3): leva hemisféra méa sklon byt v posteriorni Casti §irsi, zatimco prava
hemisféra je §ir8i v anteriorni oblasti. Tyto asymetrie se otiskuji na vnitfni stranu lebky a
byly pozorovany i na lebkach fosilnich hominidu [14, 15]. Pocitaova tomografie (CT) a
MRI studie dokladaji, ze tyto asymetrie jsou napadnéj§i u pravakd. Dal§im viditelnym
znakem porusujicim bilateralni symetrii je tzv. Yakovlevianovo zkrouceni (Yakovlevian
anticlockwise torque) [15], kdy se zvlasté levy tylni lalok staci za stfedovou linii pfes

pravy tylni lalok a ohyba pfed€l mezi hemisférami do prava (viz obr. €. 3).

Frontalni Anterior
lalok '

Leva
hemisféra

Prava
hemisféra

Tylni lalok
Posterior

obr. &. 3: Makroskopické anatomické asymetrie lidského mozku (pievzato z [25])
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Nejdéle popsanou asymetrii je pravo-leva asymetrie v délce a zakfiveni sulcus
lateralis, nejnapadnéj$i ryhy mozkovych hemisfér [16, 17]. Pravy sulcus lateralis se
v posteriornim sméru sta¢i nahoru dfive nez levy, ktery méa zéroven mirnéjsi sklon [18].
V asymetrii sulcus lateralis se odrazi asymetrie oblasti podilejici se na jazykovych
funkcich v jeho okoli, jejichZ jadrem je planum temporale. Tato oblast hraje daleZitou roli
pfi tvorbé foném a vnimani feci.

Planum temporale vykazuje zna¢nou levostrannou asymetrii ve svém objemu [19],
u niz byla opakované prokdzana korelace se stupném pravorukosti [20]. U pravéki byl
nalezen vétsi stupen asymetrie, u levaki mirngj$i, nicméné stale levostranny. Levé planum
temporale dosahuje az desetkrat vétSiho objemu nez jeho protéjSek v pravé hemisféie;
jedna se zfejme o nejvyraznéjsi a funkéné nejvyznamnéjsi asymetrii lidského mozku [21].

Dal$i neuroanatomické studie a studie vyuzivajici pocitacovou tomografii (CT)
ukazaly, ze u vétSiny pravorukych jedinct je pravy cCelni lalok vétsi nez levy a levy
spankovy lalok naopak vét§i nez pravy. Nékteré MRI studie zaméfené na volumetrii

hipokampu dokladaji u zdravé populace v€tsi pravy hipokampus oproti levému [22].

2.1.2.2 Funkéni asymetrie — Feé¢ a pravorukost

Skute¢nost, Ze mozek neni zcela dvoustrané symetricky, na sebe upozornila nejen
anatomickymi, ale i funk&énimi projevy. Védecky zdjem o symetrii mozku vyvolala snaha
lokalizovat duSevni schopnosti do ur€itych oblasti mozkové kiry, o coZ se po¢atkem 19.
stoleti pokousela frenologie. Mozkové hemisféry byly jako parovy organ povaZovany za
rovnocenné ve své strukture i funkci — dvé ¢asti v zdsad¢ shodné v jejich stavbé se
nemohou odliSovat svym zpusobem ¢innosti [23]. Tento obecny vyrok nardzel ale
pfinejmens$im na jednu oc€ividnou vyjimku: lidské ruce. Ackoliv se t€éméf shoduji svou
stavbou, jedna ruka mé obvykle pfevahu v sile i dovednosti. Navic, rozdil v dovednosti
mezi pravou a levou rukou neni zéleZitosti pouze individualni Grovné — naprosta vétSina
populace (vice nez 90%; lisi se podle oblasti) pouzivd jako dominantni horni koncetinu
pravou ruku.

Dominantni ruka byvéa nejCast€ji a nejsnadnéji rozeznavana podle toho, Ze je
pouzivana ke psani — coZ je specifick4 &innost tizce souvisejici se schopnosti fe¢i. Re¢ a
jeji sidlo v mozkové kufe se staly dalSim z témat, kterd pomohla zménit ndzor na symetrii

mozku. Opakovand pozorovani pripadl, kdy byla porucha/ztrata feci (disfazie/afazie)
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spojena s poskozenim levé hemisféry, pfiméla lékafe a antropologa Paula Brocu, aby
prohlasil: ,,Mluvime levou hemisférou.* [24]

Zjednodusené by se dalo pfedpokladat, Ze koncetinova dominance a fe€ se vyvijely
spole¢né s centrem v jedné (levé) hemisféte a udélily ji tak jistou pfevahu nad hemisférou
druhou (pravou). Nicméné feCovd a koncetinovd dominance spolu zcela nekoreluji.
Piiblizné 97% pravaka vykazuje lokalizaci centra fe¢i v levé hemisféfe, zbyvajici 3%
v pravé hemisféfe nebo bilaterdln€. Tento pomér se u levakd posouvéd na 70%:30%.
Existuji tak pravaci s pravo-hemisférovou dominanci pro fe¢, stejné tak jako levaci
s centrem pro fe¢ v levé hemisféte [25].

Podle teorie Geschwinda, Behana a Galaburdy (GBG Theory; [26, 27]) prodélali
normalni vyvoj pouze pravaci s levostrannou asymetrii jazykovych oblasti; naproti tomu
levoruci jedinci utrpéli poskozeni, které vedlo k anomalni mozkové lateralizaci. Negativni
konotace provazeji levorukost jako mensinovy jev od nepaméti — do vyznamu slov ,,levy*
patii charakteristiky jako ,,nejapny, neohrabany, nesSikovny* a oznaceni ,,levak® se pouziva
jako vyraz pro nediivéryhodnou, podezielou osobu. K novodobym teoriim diskriminujicim
levorukost vedly nalezy vyssi incidence levorukosti nebo obourukosti (tj. ne-pravorukosti)
mezi osobami trpicimi poruchami uceni, dyslexii, zajikavosti, autoimunnimi chorobami,
schizofrenii. Pokud by ale levaci skute¢né trp€li sniZenou Zivotaschopnosti [28], jejich
podil v populaci by se mél s ¢asem sniZovat, coZ se patrné ned€je — pomér mezi pravaky a

levaky se zda byt v lidské evoluci konstantni [29].

2.1.2.3 Genetické predispozice, vnéjsi faktory a sexudlni dimorfismus

Studie zabyvajici se incidenci levorukosti a rozdily v asymetrii mozku mezi
pfibuznymi (zvlast€ mezi jedno- a dvojvajeénymi dvojCaty) podnitily pfesvédCeni, Ze
typickéd (pravorukd) koncetinova dominance a s ni spojena lateralizace mozku se zaklada
na dédi¢né predispozici, kterd neni pfitomna v celé populaci. ,,Right Shift Theory* [30]
predpoklada existenci jednoho genu (RS+), ktery ur€itym zpisobem poSkozuje pravou
hemisféru a tim dava vétsi Sanci ke vzniku feového centra vlevé (neposkozené)
hemisféfe. Zarovenn s handicapem pravé hemisféry se oslabuje levd koncetina, proto je
vysoka pravdépodobnost, Ze dominantni rukou se stane prava. Gen piitomny v jedné nebo

dvou kopiich (genotyp RS+- nebo RS++) tak zajistuje typicky charakter cerebralni
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dominance, pokud neni vaZné naruSen vyvoj organismu. V ptipad€, Ze gen neni pfitomen
(genotyp RS--), se mozkova a koncetinova asymetrie utvaii ndhodné a nezavisle na sobé (v
50% ptipadi fecové centrum v levé hemisféte, v 50% v pravé) [31]. Vzhledem k tomu, Ze
zhruba 9,25% populace ma fe€ové centrum v pravé hemisfére, dvojnasobek — 18,5% - by
mél pfedstavovat ¢ast populace, ktera postrada gen RS+ [32].

Usuzuje se, Ze tento gen se objevil vrané fazi lidské evoluce jako pomiicka pfi
rozvoji a pouziti fe¢i. Vyznam jazyka a fei, imanentnich existenci lidského védomi a
identity, podnécuje k nazoru, Ze gen pro mozkovou asymetrii dal vzniknout ¢lovéku Homo
sapiens [10]. Bohuzel toto vSevysvétlujici tvrzeni nardzi na né€kolik skutecnosti; mezi
jinymi na jiz zminénou nepfitomnost genu v témét jedné pétiné populace. Gen s sebou
ztejmé pfinasi rizika, kterd zabranila jeho univerzélnimu rozSifeni. Handicap,
prostfednictvim kterého gen pusobi, je podle pfedpokladu aditivni, tzn. genotyp RS++ je
znevyhodriovan zbyte¢né velkym (zdvojnasobenym) posSkozenim pravé hemisféry.
Zaroven mohl mutaci vzniknout gen postradajici smérovou informaci (,,agnosic right shift
gene, RS+a), poskozujici tudiZ ndhodné€ pravou nebo levou hemisféru. Kombinace RS+ a
RS+a, poskozujici jednu nebo obé hemisféry zaroven, otviraji prostor uvaham o pévodu
duSevnich poruch jako schizofrenie nebo autismus [33].

Bez ohledu na geneticky podklad, na rozvoji funkéni a anatomické asymetrie se
zadsadnim zpisobem podili fada prenatdlnich (jako napf. poloha plodu v déloze, rlizné
chemické gradienty nebo i vySetfeni ultrazvukem [34]) a postnatalnich (sociokulturni
prostiedi) faktorti vné&j§itho prostiedi. Infekce, stres nebo jiné poSkozeni milZe narusit
normalni vyvoj mozku a tim i jeho lateralizaci.

Nékolik studii poukazuje na sexualni dimorfismus lateralizace lidského mozku ve
smyslu, Ze muzsky mozek je v priméru vice asymetricky neZ Zensky. Zpracovani
sluchovych a zrakovych vjemu je u muzi vice lateralizovano nez u Zen. Tato skute¢nost se
pfisuzuje bud’ méné ostrému oddéleni funkci hemisfér nebo SirSimu propojeni Zenského
mozku. TéZ byly pozorovany rozdily ve strukturalni asymetrii planum temporale, opét
s vyrazn€j$i asymetrii u muza [25].

Vyzkum pohlavnich rozdild v organizaci mozku na hlodavcich pfinesl zjisténi, Ze
se mozkova asymetrie méni v prenatalnim i postnatalnim obdobi v zavislosti na hladiné
androgent a estrogend. Pro ¢lovéka byla Geschwindem a Galaburdou [26] navrZena teorie,
podle které vede zvySena hladina testosteronu in utero k odchylkam od normalni cerebralni

dominance (pravorukost s levostrannou jazykovou dominanci a pravostrannou zrakoveé-
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prostorovou dominanci). Na zdkladé tohoto modelu lze vysvétlit rozdilnou rychlost
dospivani mezi muZi a Zenami, pfevahu muzd ve zrakové-prostorovych dovednostech a
naopak lepsi jazykové a tfeCové schopnosti Zen, stejné jako vys$i vyskyt levorukosti u

muzd.

2.1.2.4 Uloha hipokampu

Mozkovou asymetrii lze v priibéhu Zivota jedince formovat prostfednictvim uéeni a
zkuSenosti. Lateralizace korovych struktur podléhd zméndm vlivem asymetrickych
smyslovych podnéti, asymetrickych poskozeni, ale i vlivem podnéti, které na pohled
nenesou zadnou asymetrii.

Ztrata jazykovych center pfi poSkozeni pfislusné (levé) hemisféry muze byt
kompenzovana pfesunutim jazykovych funkci do homolognich oblasti neposkozené
hemisféry. Takova reorganizace probihd bézn€ v raném détstvi, kdy ma jest€ nevyspély
mozek velkou hustotu synapsi a zna¢nou plasticitu, ale miZe se objevit 1 v dospélosti [35].
Pii podrobnéj§im zkoumdani bylo nalezeno, Ze vyvojové poskozeni pfimo v misté
jazykovych center nemusi vést k inter-hemisférové prestavbé [36], ale Ze se jazykové
funkce mohou vyvijet uvnitt stejné hemisféry v prilehlych oblastech [37]; naproti tomu
pfesun jazykovych center do prot&j$i hemisféry byl zaznamendn u pacientl s patologii
hipokampu [38]. Jazykova lateralizace se profiluje patrné spiSe v zavislosti na
hipokampalni formaci neZ na samotnych jazykovych oblastech.

Hipokampus, evoluén¢ stara ¢ast obou hemisfér, zastava nenahraditelnou roli pfi
ueni a vytvafeni deklarativni paméti. Integruje smyslové vjemy zriznych korovych
oblasti a prostfednictvim nervovych spoji s mozkovou kiirou je schopen $iroce ovliviiovat
synaptickou aktivitu a vznik spoji mezi korovymi neurony. Asymetrie v neuronalni
aktivité¢ hipokampu tedy mize pfimo pusobit na vyvoj funkéni korové asymetrie. Citlivost
hipokampu k prozivani a s tim spojené asymetrické zmény dovoluji hipokampu meénit svou
vlastni symetrii prostfednictvim procesu u¢eni. Hipokampélni asymetrie miZe byt nasledné
rozSifena na oblasti odpoveédné za vyssi korové funkce. Tyto hypotézy byly navrZeny a
ovéfeny studiemi na hlodavcich [39].

Tzv. hipokampalni teorie mozkové lateralizace stavi hipokampus do centralni role
pifi vytvafeni a pfeméné asymetrie korovych oblasti, odpovédnych za vy$§i mozkové

funkce. Tento proces je zaloZen na synaptické plasticit¢ hipokampalnich neuroni.
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Asymetrie hipokampu, podobn¢ jako u ostatnich ¢asti mozku, existuje na udrovni
neuroanatomické, neurofyziologické 1 neurochemické; asymetrickd distribuce receptord
pro vyznamné neurotransmittery, neuromoduldtory a hormony nabizi moZny zdroj

hipokampalni i celkové mozkové asymetrie.

2.1.2.5 Neurochemicka lateralizace

Piedpoklad, Ze anatomické a funk¢éni asymetrie odrazZeji asymetrie biochemické, se
zda byt samoziejmy, ackoliv pfimy vztah zatim nebyl nalezen. Neurochemické latky jsou
schopné zesilovat nebo potlacovat neuronalni aktivaci v dulezitych korovych strukturach.
Koncentrace prakticky vSech typt pfenaSecd jako jsou biogenni aminy, aminokyseliny
nebo neuropeptidy, distribuce jejich receptori a jejich metabolické drahy véetné jejich
enzymi jsou obecné asymetrické u lidi 1 zvifat [40].

Pozornost byla nejprve vénovana béZnym neurotransmitteram. V roce 1978 Oke et
al. [41] popsali asymetrické hladiny norepinefrinu v lidském thalamu - v nékterych
oblastech byla nalezena vyssi koncentrace vlevo, u jinych vpravo. Glick et al. [42] v roce
1982 publikovali své vysledky post mortem analyzy lidského mozku, kde ukazaly
vyznamn¢ vys$$i hodnoty cholin acetyltransferazy a dopaminu v globus pallidus. Podle
Amaducci et al. [43] pfevazuje cholin acetyltransferdza také v levém spankovém laloku
lidského mozku.

Interpretace asymetrie cholinergniho, dopaminergniho a noradrenergniho
neurotransmitterového systému u ¢lovéka jsou stale sporné, vétsina vyzkumu v této oblasti
je mozna pouze na zvifecich modelech, které ne vzdy odpovidaji situaci u ¢lovéka a pfi
zobeciiovani je tieba obezietnosti. Aktivnéj$i dopaminergni systém v levé hemisféie ji
podle nékterych uvah (zaloZenych na studiich mnoZstvi dopaminu ve striatu ve vztahu ke
sméru otaeni u potkant) preduruje k lepSimu vykonu motorickych funkci (vedouci
k pravorukosti) a fe¢i; naproti tomu noradrenergni systém pievladajici v pravé hemisfére
by mohl zajistovat bdélost, sméfovat jedince k novym podnétim a sjednocovat vnimani
[25].

Ve snaze najit souvislost mezi neurochemickou asymetrii a jazykovou lateralizaci
byly téZ srovnavany hladiny nékolika aminokyselin a oligopeptidl v jazykovych oblastech

lidského mozku post mortem, aviak nebyly nalezeny vyznamné rozdily. U potkant byla
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pozorovana levostranna dominance vazebnych mist pro y-aminoméselnou kyselinu
(GABA). Také byly zaznamenany asymetrie v podjednotkovém sloZzeni NMDA receptoru
v my$im hipokampu [44].

Dale byly popsany asymetrie riznych bioaktivnich peptid. Vyznamné vy§si obsah
gonadotropin-uvolnujiciho hormonu (GnRH) byl sledovan v pravé poloviné hypothalamu
u potkana, thyrotropin-uvolfiyjici hormon (TRH) byl v lidském hypothalamu nalezen ve
vétsSim mnozstvi nalevo, predpokladd se asymetrie opioidl, angiotensinu II a
cholecytokininu. Také v neuroendokrinnim fizeni pohlavnich 714z amygdalou u potkana
byla nalezena nerovnocennost pravé a levé strany. Asymetrie neuroendokrinniho systému
ziejmé existuje na kazdé z jeho organiza¢nich urovni: v mozkovych oblastech, inervaci 1
parovych endokrinnich Zlazach. V této asymetrii lze podle nékterych dat usuzovat na
dominanci pravé hemisféry [44].

ProtoZe pro neuropeptidy nebyly zji§tény Zadné re-uptake mechanismy (narozdil od
klasickych neurotransmittert), hlavni roli v regulaci jejich funkce hraji aminopeptidazy,
které je inaktivuji. I na Urovni téchto enzymd, jiZ byly zaznamenany asymetrie mezi
urcitymi oblastmi potkaniho mozku. OvSem tyto asymetrie se zdaji byt velmi proménlivé,
jak v lokalizaci jejich vyskytu, tak i v dobé jejich trvani. V zavislosti na méfené aktivité a
vybrané oblasti byly nalezeny znacn€ heterogenni vysledky, zatimco pfi porovnavani
neuropeptidazovych aktivit mezi hemisférami jako celky neni patrny Zadny rozdil.
V sitnici a hypothalamu potkant byl prokazan vliv vnéjsich faktord jako je stfidani svétla a
tmy na neurochemické zmény méfené aktivitou neuropeptidaz [45]. Pfi posuzovani tlohy
neurotransmitteril a neuromodulatort pro mozkovou asymetrii je tedy nutné brat v uvahu
znanou Casovou a mistni proménlivost zplsobenou enzymy, které ovliviwuji jejich

biologickou dostupnost.

2.1.3 Patologické zmény mozkové lateralizace

Lateralizace je dynamickym jevem, ve kterém sehravaji svou modula¢ni roli vné&jsi
1 vrozené faktory. Podléhd cyklickym zménam v ultradiannich i cirkadiannich rytmech,
projevuje fyziologické sezénni odchylky. Vyvoj a starnuti méni mozkovou asymetrii a

nerovnovaha v uritych asymetriich charakterizuje nékteré poruchy jako schizofrenie,
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deprese, autismus nebo Alzheimerova choroba. Zistava vSak nejasné, zda jsou tyto zmeény
pfi¢inou nebo nasledkem chorobnych stavii [44].

SniZena asymetrie v objemu planum temporale byla nalezena u jedinc majicich
potiZe se ¢tenim nebo vyvojovou dyslexii a u lidi s pravo-hemisférovou dominanci pro fe¢.
U dyslektik byla popsana téZ prevracend asymetrie planum temporale (tj. vétsi pravé
planum temporale). Podobné, fMRI studie odhalily u jedincu trpicich zajikavosti schéma
mozkové aktivace jazykovych oblasti posunuté doprava [25].

Zmeény v asymetrii, které provazeji rizné patologie, mohou mit plvod jiz
v odlisném genotypu, odrazejicim dédi¢né predispozice daného onemocnéni. Neobvyklou
asymetrii mize navodit patogenni zdsah do vyvoje mozku. Samotny pribé€h onemocnéni
miliZe interagovat s existujici asymetrii. Nekteré choroby (napf. demence) postupuji

asymetricky, tj. s riznou rychlosti patologického procesu v kazdé hemisfére.

2.1.3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (Alzheimer disease, AD) je pfi¢inou nejbéznéjsiho typu
demence, kde je zhorSovani kognitivnich funkci doprovazeno ubytkem neurond ve
vybranych oblastech mozku. Postihuje zejména nejstarsi populaci — trpi ji kolem 5% lidi
star§ich 65, mezi 65 a 85 lety se incidence onemocnéni kazdych 5 let zdvojnédsobuje, ve
skupin€ nad 85 let uz je téméf polovoina nemocnych [46]. Choroba je zavaZzna jak po
strance jejiho prib€hu a umrtnosti, tak pro jeji nasledky pro rodinu a okoli pacienta,
zatizeni zdravotnickych instituci i ekonomickou naro¢nost. Poet nemocnych, ktery byl
v dob¢ jejiho popsani (Alois Alzheimer, 1907) zcela minimalni, rychle narlista, ziejmé
v souvislosti se stale se prodluZijici sttedni délkou Zivota ve vyspélych spole¢nostech.

Zakladnimi znaky charakterizujicimi histopatologické zmény v mozku pacientd
jsou extracelularni nerozpustné agregaty amyloidu - tzv. senilni plaky (senile plaques; viz
obr. €. 4, str. 20) — a intracelularni smotky neurofibril (neurofibrillary tangles, viz obr. ¢. 4,
str. 20). Oba se ucastni neurodegenerativniho procesu vedoucimu k postupnému odumirani
nervovych bunék. Senilni plaky vznikaji ukladanim vlaken peptidu B-amyloidu (Ap), ktery
je produktem proteolytického S§tépeni amyloidového prekurzorového proteinu (APP).

Byvaji zvlast€ hojné v hipokampu a prilehlé kife. Hlavni slozkou smotk® neurofibril jsou

19



tzv. parova helikalni filamenta (PHF) obsahujici predev§im nadmémé fosforylovany -

protein [47].

obr. €. 4: Vlevo - senilni plaky obarvené pfi histologické analyze;
vpravo — smotky neurofibril (pievzato ze [47])

Vyzkumné prace z posledni doby naznacuji, ze senilni plaky i smotky neurofibril
jsou pravdépodobné pouze nasledek, nikoliv pfi¢ina AD. Zda se, ze klicovou roli v rozvoji
nemoci hraje spiSe toxicky rozpustny oligomerni Af, ktery se akumuluje extracelularné i
intracelularné [48].

Ubytek $edé kiry mozkové zasahuje v prib&hu onemocnéni nejprve entorhinalni a
temporopareitalni karu, pokracuje do frontalni a nakonec az do senzorimotorické oblasti.
Toto pofadi je zachovano v obou hemisférach, ale rychlost progrese je asymetricka. Oblasti
levé hemisféry jsou postizeny dfive a siln€ji. Prava hemisféra nasleduje levou zhruba se
dvouletym zpozdénim [49]. Studie pozitronové emisni tomografie (PET) zaroven ukazuji
poruchy metabolismu v levé hemisfére vétsi nez v pravé [50]. Tyto asymetrie ukazuji, ze
leva hemisféra muze byt vice citliva k neurodegeneraci béhem AD neZ prava, nebo Ze
patologicky proces v levé hemisféfe ma za nasledek vé&tsi strukturdlni zmény a vétsi
metabolicky deficit.

Dale bylo zjisténo, ze pacienti s AD maji oproti kontrolam sniZenou az pfevracenou
asymetrii hipokampu, v zavislosti na poctu nesenych kopii alely €4 apolipoproteinu E
(ApoE €4). ApoE e4 predstavuje vedle véku nejvyznamejsi dosud znamy rizikovy faktor
sporadické formy AD. Zda se, ze pusobi na tvorbu AP, zaroveil byla prokazana korelace
mezi ApoE &4 a deficitem v cholinergnim systému, ktery je u AD nejvyraznéj$i nalezenou

abnormalitou neurotransmitterovych systémi. U pacienti s AD nesoucich Zadnou nebo
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jednu kopii ApoE €4 byl vici kontroldm (pravy hipokampus vétsi nez levy) zaznamenan
sniZujici se pravo-levy rozdil ve velikosti hipokampu a u pacientd se dvéma kopiemi

ApoE ¢4 byl nalezen naopak levy hipokampus vétsi nez pravy [51].

2.1.3.2 Schizofrenie

Schizofrenie je specificky lidské onemocnéni dosud neznamé etiologie projevujici
se poruchami mysleni, jednani, vnimani, emoci a wvile. Pravdépodobnost vzniku
onemocnéni, zhruba stejnd na celém svété, se pohybuje kolem 1% [52]. Nastup
onemocnéni byva mezi 16. a 25. rokem veéku, u muzi v priméru dfive nez u Zen, oviem
muiZe se rozvinout kdykoliv. Pfiznaky schizofrenniho onemocnéni lze rozdélit na pozitivni
(halucinace, bludy, bizarni chovani) a negativni (nedostatky v feci, afektivni oplosténost,
anhedonie). Na vzniku schizofrenie se podili mnohacetné patologické vlivy, z¢asti zavisi
na genetickych predispozicich; neurovyvojovy model ptedpokladd vznik poskozeni
v Casném vyvoji mozku, které umozni pozde€jsi spusténi psychdzy.

V mozku zna¢né casti schizofreniki byly prokdzany strukturni zmeény jako
rozSifené mozkové komory nebo zmenSeny hipokampus [53]. Zjisténi zvlaStniho
charakteru publikoval Crow [54]: mozek schizofrenikd nese sniZenou nebo zcela postrada
typickou asymetrii, pfitomnou u vét§iny populace. Dalsi studie dokladaji snizeni asymetrie
planum temporale a sulcus lateralis, nékdy téZ pfevraceny smeér staCeni frontalnich a
tylnich lalokt [55].

SniZenou anatomickou asymetrii doprovézi sniZend funkéni asymetrie, odrazejici
se ve sniZené lateralizaci jazykovych center a ve vy$§im vyskytu ne-pravorukosti mezi
pacienty (n€které studie udavaji t€Z zvySenou ne-pravorukost mezi zdravymi pfibuznymi
pacientil) [55]. Tyto nalezy nasvédéuji, Ze rozvoj schizofrenie souvisi se ztratou cerebralni
lateralizace. Podle ,,Right Shift Theory* jde o poskozeni RS+ genu, ktery jinak zajistuje
vyvin typické mozkové asymetrie (viz pfedchazejici) [56].

Byly jiz také popsany odchylky od neurochemické asymetrie u schizofrennich
pacientd. Zahrnuji zmény v serotoninovych receptorech v levém spankovém laloku [57] a
specifické zvySeni dopaminu v levé amygdale [58] korelujici se snizenym GABA uptake

v levém hipokampu [59].

21



2.2. Oxid dusnaty v mozku

Oxid dusnaty (NO), dfive znamy ptedevSim jako latka zneciStujici Zivotni
prostiedi, dnes predstavuje molekulu se Sirokym biochemickym ptsobenim. V lidském
organismu je prakticky vSudypfitomny, podili se na fadé fyziologickych dé&ji jako
vazodilatace, krevni srdZeni, imunitni reakce nebo motilita stfev. Zda se, Ze vyznamné
regulyje zdkladni bunééné déje jako je genova exprese nebo funkce mitochondrii [60].
V CNS jeho fyziologické ucinky zahrnuji modulaci neurotransmise a synaptické plasticity,
v zavislosti na podminkach (mnoZstvi a zdroj NO, jeho chemické forma a metabolicky stav
buriky) v8ak muZe pisobit i neurotoxicky. Svou schopnosti navodit apoptézu nebo nekrézu
bunék se podili na mechanismech vedoucich k neurodegenerativnim i1 neurovyvojovym

onemocnénim [61].

2.2.1. Syntazy oxidu dusnatého

NO je v organismu produkovan skupinou izoenzymii — syntazami oxidu dusnatého
(nitric oxide synthases, NOS, EC 1.14.13.39). VSechny spolu sdileji mezi 50 a 60%
sekven¢ni homologie [62]. Dv€ z nich — neuronalni NOS (nNOS, NOS I) a endotelova
NOS (eNOS, NOS III) — jsou na Ca**/kalmodulinu zavislé enzymy konstitutivng
exprimované v sav¢ich bunikéch [63] a jsou schopny tvofit NO po dobu nékolika minut.
Naproti tomu tfeti izoenzym, indukovatelna NOS (iNOS, NOS II), je na Ca**/kalmodulinu
nezavisla a jeji regulace spociva v syntéze de novo. Expresi iNOS vyvolava v makrofazich,
astrocytech, mikroglii a dalSich burikdch imunitni nebo zanétliva reakce. Produkce
znaéného mnozstvi NO trva n€kolik hodin az dni [64].

Vsechny izoformy NOS maji ¢tyfi prostetické skupiny: flavin adenin dinukleotid
(FAD), flavin adenin mononukleotid (FMN), hem a tetrahydrobiopterin (BH4). FAD,
FMN a hem se ufastni redoxnich reakci vedoucich k syntéze NO. Hem a BH4
spoluvytvafteji vazebnou dutinu pro substrat. Z tohoto divodu je BH4 naprosto nezbytny
pro aktivitu NOS. Ke své funkci NOS pottebuje navic NADPH jako kofaktor [65].

Ve struktufe NOS lze rozeznat dvé domény, pracujici nezavisle na sobé. C-
termindlni doména s reduktazovou aktivitou obsahuje vazebna mista pro NADPH, FAD,

FMN a Ca**/kalmodulin. Navazani Ca’*/kalmodulinu umoziiuje vstup elektronii do
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aktivniho centra NOS a tim spousti jeji aktivitu. N-terminalni doména méa oxygenazovou
aktivitu a obsahuje vazebna mista pro BH4, hem a substrat (L-arginin) [66]. Kazda

z domén je navic homodimericka (viz obr. &. 5).

obr. ¢. 5: Dimer N-terminalni domény NOS (NOSox) (pievzato z [131])

Tvorba NO se déje pfeménou L-argininu na citrulin za spotieby O, a vyzaduje

NADPH jako kofaktor (viz obr. &. 6).
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obr. ¢. 6: Biosyntéza NO (pievzato z [132])
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Lidska eNOS je 135 kDa protein o 1294 aminokyselinovych zbytcich [67].
Exprimovéna je pfedevSim v endotelovych burik4ch, ale nalezena byla téZ v neuronech,
astrocytech, T-buiikach aj. Jeji aktivace vyZaduje fosforylaci fosfatidyl-inositol-3-kinazou
(PI3K) a navazani Ca’*/kalmodulinu, které navodi allosterické zmény. Fyziologické
podnéty jako stres nebo plsobeni 17B-estradiolu vyvolaji fosforylaci enzymu, coZ usnadni
navazani kalmodulinu a aktivita enzymu tak vzroste na trojnasobek. Stres zvySuje téz
expresi eNOS, zatimco ne€které molekuly jako napi. TNFa ji snizuji [68].

Indukovatelna forma NOS — iNOS (130 kDa) - je tvofena burikami imunitniho
systému [69] a gliovymi buiikami. Neni zavisla na koncentraci Ca’* a neni regulovatelna
fosforylaci. Regulace probiha na drovni transkripce, kterou spousti signaly zanétlivé reakce
jako interferon regulatory factor-1 (IRF-1) nebo jaderny faktor Kk (NF-kB) [70]. Doba
produkce NO se pohybuje mezi 10 hodinami a né€kolika dny. V ptipad€, ze tvorbu NO
brzdi nedostatek substratu nebo BH4, produkuje enzym namisto NO superoxidovy aniont
O, [71].

V neuronech je exprimovana nNOS, jejiz aktivita, stejn€ jako u eNOS, zavisi na
vazbg s Ca’*/kalmodulinem a je regulovana fosforylaci. Byly zaznamenény &tyfi formy
nNOS vznikajici alternativnim sestiihem mRNA [72]: nNOSy (125 kDa) a nNOSB (136
kDa), které jsou cytoplasmatické, a nNOSa (160 kDa) s nNOSp (165 kDa), které jsou
kotveny prostfednictvim PDZ domén k subcelularnim strukturam. Protein-proteinova
interakce mezi PDZ doménami nNOS a proteinu PSD-95, ktery se vaze ke glutamatovym
receptorim N-methyl-D-aspartatového typu (NMDA recepror), vysvétluje funkéni spojeni
nNOS s tokem Ca®* jontii pfes NMDA receptor (viz obr. &. 7, str. 27) [73]. Expresi nNOS
ovliviiuji kromé fady transkripénich faktorti téZ pohlavni hormony jako 17[B-estradiol,

ktery ji zvySuje [71].

2.2.2 Chemické pfemény NO v organismu

NO muZe existovat ve tfech redoxnich stavech: elektricky neutrdlni NO" s jednim
neparovym elektronem, nitrosoniovy kation NO" a nitrosylovy anion NO". V biologickych
tekutinach se NO' pfemétiuje sérii reakci na dusitany NO,’, dusi¢nany NO;™ a peroxynitrit

ONOO:'". Peroxynitritovy aniont ONOQ', vznikajici reakci NO' se superoxidovym aniontem
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Oy, je velmi toxicky volny radikal, ktery reaguje s pfechodnymi kovy metalloproteini a
Fe-S centry fady enzymd [61].

Reakce NO' s O, je rychla natolik, Ze ji nemohou bunééné antioxidanty zabranit.
Afinita O,  k NO' je vyssi neZ k superoxid dismutaze (SOD) [74]. Limitujicimi faktory této
reakce je mnozstvi NO' a jeho difizni koeficient, vzhledem k velmi kratkému polocasu
je degradovan na dal3i toxické produkty nebo pfeménén reakcei s oxidem uhli¢itym CO; na
nitrosoperoxykarbonat ONOOCO;".

NO vyvolava funkéni zmény proteinti jejich nitraci nebo nitrosylaci. V ptitomnosti
superoxid dismutazy (SOD) a pfechodnych kovi mize NO nitrovat tyrosin za vzniku 3-
nitrotyrosinu. K nitrosylaci proteinii dochazi zejména na thiolové skuping cysteinu (S-
nitroso derivaty).

Hlavni fyziologicky zptsob likvidace NO je jeho vazba s hemem. NO snadno
difunduje pfes membranu do lumen Cervenych krvinek, kde reaguje s hemoglobinem za
vzniku nitratu NO;™ a methemoglobinu. VazZe se téZ na glutathion (GSH), se kterym tvofi

S-nitroso-L-glutathion (GSNO) [61].

2.2.3 Molekularni aéinky NO v buiice

Aktivace guanylat cyklazy (GC), po které nasleduje tvorba cyklického guanosin-3’,
5’-monofosfatu (cGMP) spoustéjici fosforylacni kaskady, je hlavni signalni drahou NO
[75]. Nicméné NO miiZe mit i jiné, na GC nezavislé ucinky.

NO reaguje s hemovou skupinou GC a nasledujici konformaéni{ zmény umozsiuji
enzymu katalyzovat pfeménu guanosin-5’-trifosfatu (GTP) na cGMP. cGMP pisobi jako
druhy posel aktivujici protein kinazy, které reguluji hladinu intracelularniho Ca®" a jinych
iontl, a nékteré dalsi enzymy [61].

Nitrace tyrosinu méni normalni aktivitu proteini navozenim konformacénich zmén
¢i znemoznénim jejich fosforylace. S-nitrosylace obvykle sniZzuje aktivitu cilovych
proteint, mezi které patfi fada enzymi (napi. gylceraldehyd-3-fosfat dehydrogenéaza), G-
proteiny a kinazy. Neuroprotektivni U€inky, které se NO pfisuzuji, mohou byt zplsobeny

snizenim aktivity NMDA receptoru jeho S-nitrosylaci [76]. S-nitrosylace se podili také na
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autoregulaci tvorby NO: inhibuje NF-xf, transkripéni faktor pro iNOS, a zabrariuje
dimerizaci eNOS, ¢imZ sniZuje jeji aktivitu [61].

Kvalita pisobeni NO zavisi na typu buriky, koncentraci NO, stavu bunéénych
antioxidantd a dalSich faktorech. Dvoji uloha NO se tykd zejména jeho interakce
s dychacim fetézcem v mitochondriich. Za fyziologickych podminek reverzibilné inhibuje
cytochrom ¢ oxidazu (komplex IV) a muze tak regulovat spotfebu O,. Pii dlouhodobém
pusobeni vSak NO, zejména po reakci s O, jako ONOO', nevratné¢ poskozuje komplex I,
II, IV a Vdychaciho fetézce, napadd mitochondridlni DNA, méni vlastnosti
mitochondrialni membrany (zvysuje jeji prichodnost), zptisobuje tnik Ca®* a cytochromu
¢ z mitochondrie [77]. V zavislosti na mife naruSeni energetického metabolismu nasleduje
apoptoticka nebo nekroticka lyze buriky.

Byly zaznamenany jak pro-apoptotické [78], tak anti-apoptotické UCinky NO
v burice. Interakce s kaspazovymi kaskddami mlzZe byt na jednu stranu protektivni, na

druhou stranu muze vést k bunééné smrti [79].

2.2.4 Fyziologicka role NO

Prakticky vSechny buniky CNS jsou (pfinejmens$im in vitro) schopné tvofit NO,
nicméné jeho zdroj a mnoZstvi souvisi do znaéné miry na funkci, ke které je urden.
Produkce NO prostfednictvim eNOS je namifena k pasobeni v cévnim systému.
Endotelové buiiky uvoliiovanim NO kontroluji vazodilataci; NO puasobi na buriky hladké
svaloviny v cévnim endotelu prostfednictvim aktivace GC a nésledné zménou ¢innosti
iontovych kanala.

Narozdil od konstitutivnich enzym (eNOS a nNOS), které jsou fizeny
piechodnymi zménami v koncentraci Ca®* v cytosolu, iINOS je exprimovana gliovymi
burnikami a burikami imunitntho systému (makrofagy) v odpovédi na zanétlivy proces nebo
imunitni reakci a jeji tvorba NO mé vétsi intenzitu i delSi trvani. V takovém ptipadé plsobi
NO sam o sobé toxicky a ONOO" vznikajici v oxidujicim prostfedi G¢inné likviduje
infekéni zarodky a nddorové buriky [61].

Funkce NO jako neurotransmittéru a neuromodulatoru, charakteristickd pro jeho
vyskyt v CNS, je spojend s nNOS jako jeho zdrojem. Funkce, na kterych se NO v mozku

podili, zahrnuji pamét’, synaptickou plasticitu a dlouhodobou potenciaci v hipokampu [80].
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Na rozdil od klasickych neurotransmitteri, NO neni uvoliiovan jen z nervovych
zakoncenich a neni v butikdch uchovavan. Aktivitu nNOS spousti navazani glutamatu na

NMDA receptor, ktery se tak zprichodiiuje pro Ca®" (viz obr. &. 7, str. 27).
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@ @ o ® ® @
Glutamate P S Py @

L-Arg

& 1997 Currart Opramn i Newrct clogy

obr. & 7 Funkéni spfazeni nNOS a NMDA receptoru (pfevzato z [73])

Vrchol aktivity nNOS nastdva po 5-15 min a navraci se na vychozi troveii zhruba
po | hoding, nejspiSe vlivem vycerpani substratu. Pozorovan byl téz opacny efekt, tedy
zvySené uvolfiovani glutamatu pusobenim NO. Tento retrogradni mechanismus hraje
dilezitou roli pfi vytvafeni pamétové stopy. Dlouhodoba potenciace (long term
potentiation, LTP) byla navrzen jako hlavni zplisob uchovavani informace a je zaloZena na
nepfetrzité synaptické aktivaci v ur€itych oblastech hipokampu. Aby mohla byt zajisténa
postsynaptickd aktivace, musi existovat zpétna vazba s presynaptickou ¢asti. Pfedpoklada
se, ze NO plni tuto ulohu uvoliiovanim glutamétu zpisobem zavislym na cGMP [81].
Efekt NO na hladinu glutamatu je bifazicky: pti nizkych koncentracich NO se uvoliiovani
glutamatu sniZuje bez ohledu na koncentraci cGMP, zatimco vzrist koncentrace NO a tim i
cGMP ma opa¢ny dusledek [82].

NO ovliviiuje uvoliiovani jinych neurotransmitteri a moduluje jejich ¢innost.
Existuji udaje o efektu NO na acetylcholin, noradrenalin, dopamin, glutamat,
v-aminomaselnou kyselinu (GABA), serotonin aj. Mechanismus téchto interakci doposud
neni objasnén, ziejm€¢ zahrnuje pfimou S-nitrosylaci receptord, aktivaci cGMP-

dependentni fosforylace a modula¢ni plisobeni na monoaminergni transportéry [80].
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Aktivita nNOS je regulovana tokem Ca’* ptes NMDA receptory, které se ptimo podileji na
glutamatergni transmisi. Glutamat se podili pfedev§im na synaptickych interakcich, oviem
diky NO mutze byt signall Sifen na okolni monoaminergni neurony nesynaptickym

prenosem [83]

2.2.5 NO v patologickych stavech

Pokud je NO produkovan v nadmérném mnozstvi, stdvd se neurotoxickym. Bylo
pozorovano, Ze k nadprodukci dochdzi pifi nepfetrzité stimulaci aminokyselinovych
receptord, kterd aktivuje nNOS, nebo pfi indukci iNOS riznymi faktory, napt. endotoxiny
nebo cytokiny. Cytotoxicitu NO in vivo lze zfejmé pficitat pfedevsim produktu jeho reakce
s O,,, ONOO', ktery je daleko siln€j$im oxidacnim c¢inidlem. ONOO™ reaguje s vétSinou
sloucenin v burice, zejména s thioly, thiol ethery, Fe-S centry a zinkovymi prsty, spousti
peroxidaci lipidd. Vaze se na volny 1 v proteinech véazany tyrosin za vzniku nitrotyrosinu,
ktery muze byt pouzit jako indikator tvorby peroxynitritu.

Znamy je zejména podil NO na neurodegenerativnich onemocnénich. Tato
onemocnéni (napf. mozkova ischemie, Parkinsonova nemoc, Alzheimerova nemoc nebo
multi-infarktovd demence) jsou charakterizovana pomalym a postupnym odumiranim
urCitych populaci neuroni [61]. Novéji roste vyznam mediatorového systému NO
v patofyziologii psychiatrickych poruch jako deprese, bipolami afektivni porucha,

autismus nebo schizofrenie [84].

2.2.5.1 Molekularni zaklady AD a ptisobeni NO

Soudasné studie naznaluji, Ze primarnim patologickym jevem v degenerativnich
onemocnénich jsou rozpustné amyloidni oligomery, které maji schopnost zvySovat
propustnost membran a inhibovat mitochondridlni enzymy dychaciho fetézce [48].
Rozpustné AP peptidy predstavuji z pfevazné casti stabilni dimery s hydrofobnimi
oblastmi oddélenymi od vodného prostiedi, schopné dalsi agregace [85].

Jasny vztah mezi patogenezi AD a agregaci amyloidu lze sledovat u ¢asnych forem
AD, rozvijejicich se u pacientl s mutacemi v genech pro APP nebo preseniliny (PS;

vytvafeji katalytickou podjednotku vy-sekretazového komplexu, viz dale). APP je
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transmembrdnovy glykoprotein, exprimovany tfadou bunék, jehoZz funkce zlstava zatim
nejasnd; snad se ucastni axondlniho transportu. Po sob¢ jdouci Stépeni APP dvéma
proteolytickymi enzymy, B-sekretazou a y-sekretdzou, vznikaji rizné dlouhé oligopeptidy
AB, zejména AB(1-40) a AB(1-42). AB(1-42) ma znatelné vys$si schopnost agregovat a je
zjevn¢ zapojen do rozvoje AD [86].

Byl prokdzan vztah mezi amyloidem a signaliza¢ni kaskadou, kterd vyvolava
hyperfosforylaci t-proteinu. t-protein je multifukéni protein zrodiny proteint
asociovanych s mikrotubuly (microtubules associated proteins, MAP), jeZ se ucastni
polymerace mikrotubuli, jejich stabilizace a vazby mikrotubull s dal$imi sloZkami
cytoskeletu. NaruSeni regulace kindz odpovédnych za fosforylaci t-proteinu je klicové pro
molekularni mechanismus degenerace neurofibril; vede ke zhrouceni rovnovahy mezi
fosforylaci a defosforylaci t-proteinu, umoziujicich jeho fyziologickou funkei. Vysledkem
je hyperfosforylovany t-protein neschopny vazby s mikrotubuly.

Intracelularni a extracelularni akumulace rozpustnych oligomernich peptidi A a
nasledné extraceluldrni hromadéni nerozpustnych agregovanych amyloidnich plaki pfinasi
fadu Skodlivych disledkd. AP se podili na wvzniku tzv. oxida¢niho stresu,
charakterizovaného nadmérnou produkei volnych kyslikovych a dusikovych radikald jako
je superoxid, peroxid vodiku, oxid dusnaty a peroxynitrit. Po vyerpani vnitrobunéénych
antioxidantl napadaji tyto radikaly bunééné struktury; v mozku pacienti AD byly nalezeny
produkty zvySené oxidace lipidi, proteinti a DNA [61].

Kromé pfimych dopadi oxidaéniho stresu na bunku dochazi k poskozeni
mitochondrii, které se navic - vzhledem k nedostatku antioxidantt - stavaji dal§im zdrojem
volnych radikald. Méni se propustnost mitochondridlni membrany, ustici ve zhrouceni
membranového potencidlu a uvolnéni proteinli zahajujicich aktivaci kaspaz (cytochrom ¢
aj.). Dysfunkce mitochondrii, ktera bud’ pfimo (vnitini signalni cesta apoptdzy), ¢i neptimo
(nedostatek energie k udrzeni iontové rovnovahy v burice) vyvolava bunéénou smrt, hraje
usttedni roli v patogenezi AD [77].

Nekrotické zmény provézejici patogenezi AD vyvolédvaji zénétlivou reakei. V okoli
senilnich plakid se hromadi reaktivni astrocyty, také stoupa mnozstvi aktivované mikroglie,
produkujici slozky komplementové kaskady. Mikroglie a astrocyty uvolnuji téZ fadu
cytokind a chemokind, napt. IL1b, IL6, TNFa, zndmych pro jejich ulohu v imunitnich a

zanétlivych reakcich.
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U Alzheimerovy choroby, stejné jako u jinych neurodegenerativnich zmén, se
nadmérné uvolnuji excitatni aminokyseliny. Vedle toho, AP zvySuje citlivost neuront
k excitotoxicité. lonotropni glutamatové receptory jsou AP stimulovany k vétsi ¢innosti.
Nadmérna glutamatergni aktivace NMDA a AMPA receptoru vede ke zvySenému toku
Ca*' do nervovych bufiek a spousti fadu neurotoxickych procest, zvysuje oxidagni stres a
muze aktivovat apoptotické drahy [82].

Je ziejmé, ze NO mlze do patogeneze AD zasahovat mnoha zpusoby. Primarnim
neurotoxickym mechanismem jsou pravdépodobné jeho oxidacni vlastnosti, které zavisi na
mnozstvi produkovaného NO. Cim vé&tsi mnozstvi NO, tim vétsi je jeho pfeména na jesté
reaktivnéj$i radikaly, zejména ONOO". Pusobeni NO a jeho metabolitd se podili na
zvySovani oxida¢niho stresu a naopak, patologické podminky zahrnujici oxidacni stres
usnadiiuji tvorbu ONOO™ a vyrazné zesiluji Skodlivost NO.

Uvadi se, ze chronické pusobeni AR vyvolava tvorbu ONOO' a naslednou nitraci
tyrosinu (viz obr. €. 8). Bylo prokazano, Ze urcitych oblastech mozku maji pacienti s AD
v&t§i mnozstvi nitrotyrosinu nez kontroly, zvlasté v hipokampu a v mozkové kure. Nitrace
tyrosinu riznych proteind, jejichz funkce je ve vysledku naruSena, mize souviset
s cholinergnim deficitem u AD. Mezi proteiny postizené nitraci tyrosinu patfi jednak
synaptofyzin a dale enzymy metabolismu glukozy, jehoz porucha miize mit za nasledek

nedostatek acetyl-CoA pro acetylaci cholinu [87].
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obr. ¢. 8: Kolokalizace depozit amyloidu a nitrotyrosinu ve frontalnim kortexu pacienta s AD:
vievo - amyloidni depozita obarvena Congo éerveni,

vpravo - imunochemicky detekovany nitrotyrosin (pievzato z [61])
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U AD byla prokdzana abnormalni exprese nNOS v pyramidalnich neuronech
obsahujici smotky neurofibril [88], zaroven s expresi nNOS v t€chto buiikach nalezena
vy$§i hladina nitrotyrosinu [89]. V astrocytech v okoli senilnich plakl byla zaznamenana
exprese iNOS [90], u AD byla téZ nalezena exprese iNOS v neuronech [91}]. Byla popsana
1 zvySena exprese eNOS v astrocytech v pfitomnosti senilnich plakd. Naopak
v endotelovych buiikach exprese eNOS v pfitomnosti depozit AB klesa [92]. Tyto vysledky
svédéi o tom, Ze vSechny tii izoformy NOS se mohou podilet na zvy$ené produkci NO.
Hladina dusitand a dusitand v mozkové klre pacientd s AD byla nalezena sniZena [93],
v mozkomi$nim moku bylo nalezeno vyrazné zvySeni [94], v plazmé naopak vyrazné
snizeni [95].

Aktivované astrocyty a mikroglie, stimulované Af, produkuji znaéné mnozstvi NO.
Cytokiny a chemokiny pfitomné v zanétlivé reakci indukuji expresi iNOS v gliovych
burikach. NO z aktivovanych gliovych bunék miZe zvySovat excitotoxické plsobeni
glutamatu na neurony tim, Ze pfimo vyvolava uvoliiovani glutamatu z astrocytd a neuronti
a Ze inhibici dychaciho fetézce a naslednou depolarizaci neuronu zesiluje aktivaci NMDA
receptoru [79].

Narugeni homeostaza Ca’* je daldim pojitkem mezi NO a AD. Kromé& vlivu
excitotoxicity na vtok Ca’" do bun&k bylo téZ pozorovano, Ze ptsobeni AP na neurony
v kultufe vyvolava pomalé zvySovani intraceluldrni koncentrace Ca®". Jednim z vysledka
zvy$ené hladiny intracelularniho Ca™* je zvydena aktivita konstitutivnich NOS. Navic,
nNOS je zndmd svym funkénim spojenim s NMDA receptory, které se za zvySené
glutamatergni stimulace a pti ¢aste€né depolarizaci membrany (miZe mit svilj pivod napf.
v dysfunkci mitochondrii) otviraji toku Ca**. I kdy? nedojde k vyraznému zvyseni Ca**
v celém neuronu, nNOS mize diky své lokalizaci za téchto podminek produkovat vysoké
mnoZstvi NO [82].

Ackoliv oxidaénim poSkozenim a zanétlivymi procesy dochéazi predev§im
k nekrotickému odumirdni neuronti, miiZze se v patologii AD uplatiiovat i apoptoticka smrt
bunék. Byly zaznamenany anti-apoptotické u€inky nizkych koncentraci NO a naopak pro-
apoptotické ucinky vysokych koncentraci. NO zastdvd vyznamnou roli pfi poSkozeni
mitochondrii zplisobené intracelularnim A, vedoucimu k apoptédze buriky [96]

I kdyZ se NO tu¢astni riznych neurodegenerativnich procesi, pravdépodobné mize

ucinkovat i neuroprotektivné. Napf. pfi mozkové ischemii pisobi nNOS neurotoxicky,
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kdezto eNOS piispiva k neuroprotekci. Podobné¢ muize byt NO tvofeny eNOS

neuroprotektivni i v pfipadé multi-infarktové demence nebo AD [82).

2.2.5.2 Schizofrenie a pisobeni NO

Dosud neni jasné, jaké molekularni mechanismy vedou ke vzniku vétsiny
dusevnich poruch véetné schizofrenie. Dosavadni vyzkum svédéi o tom, Ze duSevni
poruchy jsou spojeny s abnormalitami v neurotransmitterovych systémech. U schizofrenie
byla nejvice rozvijena tzv. dopaminova hypotéza.

Bylo pozorovano, Ze psychdzu lze aktivovat psychostimulancii, ktera jsou agonisty
dopaminu; zarovenl také, Ze neuroleptika (antipsychotika 1. generace) piasobi na
dopaminergni systém (blokdda dopaminovych receptorli, zvySovani obratu dopaminu).
Klasickd dopaminova hypotéza schizofrenie pfedpoklddd hyperaktivitu dopaminergniho
systému v disledku zvySeni citlivosti a po¢tu dopaminovych D2 receptort.

Dal$i poznatky pfinesly zjisténi, Ze se na patofyziologii psychézy ucastni
glutamatergni systém. Jelikoz se antagonisty NMDA receptoru podafilo vyvolat
psychoticky stav velmi podobny schizofrenii, pfedpokladd se hypofunkce glutaméatergni
transmise ptes NMDA receptory. Deficit v glutamatergnim pfenosu muaze vést k porucham
dopaminergniho systému typickym pro psychézu, stejné tak naruSend regulace
dopaminergniho systému mulZe zeslabovat NMDA-zprosttedkovanou konektivitu a
plasticitu [97].

Cetné zéznamy dokladaji u schizofrenie dysfunkci mitochondrii, zahrnujici
mitochondridlni hypoplazii a poruchu oxidativni fosforylace, vedouci ke zménam
v produkci ATP a v cytoplasmatické koncentraci Ca’*. Zaroveti dochazi k tvorbé
reaktivnich kyslikovych a dusikovych radikald, jak jiZ bylo popsano vyse. Pfedpoklada se,
Ze mitochondrialni dysfunkce u schizofrenie souvisi se sniZenim neuronalni plasticity [98].

Pifimé nalezy abnormalit NO systému u schizofrenie jsou zatim omezené.
Methylenova mod#, kterd blokuje NO-zprostiedkovanou aktivaci rozpustné guanylyl
cyklazy, ma pifi ordlnim podani jako adjuvans sobvyklymi antipsychotiky mirny
terapeuticky u€inek na psychotické a manické pacienty [99]. Post mortem studie ukéazaly
abnormality ve rozloZeni a morfologii nitrergnich neuront ve striatu schizofrenikd [100],
v mozecku potom zvysenou koncentraci NOS [101] a v prefrontalnim kortexu zvySenou

expresi nNOS na trovni mRNA [102]. Koncentrace dusitanti a dusi¢nanil v post mortem
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mozkové tkéani schizofreniki byla popsdna jako zvySend [103, 104], zatimco
v mozkomiSnim moku schizofrenikli byla nalezena niZ§i hladina dusitani a dusi¢nani
v porovnani s kontrolami [105].

Hlavnim neurotoxickym plsobenim nadbytku NO zfejmé zlstava prispivani
k oxida¢nimu stresu a po§kozeni mitochondrii. MiiZe také zasahovat do procesil, o nichZ je
znamo, 7Ze jsou u schizofrenie porusené (vytvafeni synapsi, neurotransmise vdzana na
NMDA receptory, vlastnosti membran, kognitivni schopnosti) [106].

NO se podili na regulaci monoaminergniho nervového pfenosu mimo jiné tim, Ze je
schopny inhibovat funkci transportéri monoamini. NO a jeho zdroje blokuji uptake
dopaminu, noradrenalinu a serotoninu do striatalnich a hipokampalnich synaptozomd.
Efekt NO na transportéry je reverzibilni a neovliviiuje jejich rozpoznavaci misto pro
monoaminy [83].

Kone¢n¢, CAPON (carboxyl-terminal PDZ ligand of neuronal nitric oxide
synthase) gen byl prezentovan jako jeden z moZnych genl zvySujicich nachylnost jeho
nositele ke schizofrenii. Byla zji§t€éna souvislost mezi jednonukleotidovymi polymorfismy
(single-nucleotide polymorphism, SNP) v CAPON genu a vyskytem schizofrenie [107].
CAPON se vaze na PDZ doménu nNOS a brani tak vzniku komplexu s NMDA
receptorem. Pfi nadmérné expresi CAPON neni aktivita nNOS spfaZena s ¢innosti NMDA
receptoru a vede k naruSené glutamatergni neurotransmisi vazané na NMDA receptor

[108].
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3. CiLE PRACE

Cile této diplomové prace byly nasledujici:

otestovat lateralitu v expresi a aktivit¢ NOS v hipokampech kontrolnich lidi

otestovat lateralitu v expresi a aktivit¢ NOS ve skupindch nemocnych pacientd, zejména
dementnich pacientli s Alzheimerovou nemoci a pacientd se schizofrenii

srovnani stupné laterality v hipokampech mezi jednotlivymi skupinami

srovnani s dal§imi sledovanymi parametry a jejich lateralitou (volumetrie plana temporale,
koncentrace L-glutamatu, L-argininu a L-citrulinu, koncentrace dusitani a dusitani +

dusi¢nantt)
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Autopticka lidska mozkova tkan

Experimenty této diplomové prace byly provedeny na vzorcich autoptické lidské
mozkové tkané, u nichZz délka intervalu post mortem neptesahla 24 hodin. Vzorky byly
pribézné odebirany v letech 2003 - 2005 ze zemielych pacientli Psychiatrické 1é€ebny
Bohnice, Psychiatrické lé¢ebny Dobtfany a Fakultni nemocnice Bulovka. Podrobnosti o
souboru viz odd. 5.

Z kazdého mozku bylo na jednotlivych oddé€lenich patologie odebrano 5 oblasti
zpravé 1 zlevé hemisféry, které byly po fixaci v 10% formaldehydu podrobeny
histologické analyze. Z obou hemisfér se odebiraly tyto oblasti: 3 oblasti neokortexu
(gyrus fronatlis medius, gyrus temporalis superior et medius, lobulus parietalis inferior), 1
oblast hipokampu (gyrus parahippocampalis) a 1 z mozeCku (lobulus semilunaris
inferior). Histologickd analyza vSech vzorkli byla provedena na oddé€leni patologie
Psychiatrické 1écebny Bohnice a pouZito bylo barveni hematoxylinem-eosinem-luxolovou
modfi a AgNOs. Klasifikace Alzheimerovy nemoci byla provedena ve shodé s pracemi
Mirra et al. [109] a Hyman a Trojanowski [110]. Po histologickém vyhodnoceni byly
vzorky rozdéleny do skupin (Alzheimerova nemoc, schizofrenie, multi-infarktova
demence, nepsychiatrické nedementni kontroly, smiSené typy demenci).

Z kazdého mozku byla na oddélenich patologie za i€elem morfologické analyzy téz
odebrana oblast planum temporale zpravé i levé hemisféry a fixovana v 10%
formaldehydu.

Z kazdého mozku byly za uc¢elem biochemické analyzy odebrany oba hipokampy
(Cornu Ammonis), které byly rozdéleny na rostralni, medidlni a dorsalni ¢ast, zabaleny do
alobalu a zamrazeny na -40°C (délka skladovani mezi odbérem a analyzou nepiesahla 1
mésic). Stanoveni exprese jednotlivych izoforem NOS bylo provedeno v medialni ¢ésti

(CA1) a stanoveni aktivit v rostralni ¢4sti (hippocampal head).
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4.2 Biochemicka analyza mozku

4.2.1 Stanoveni exprese NOS (,,Western blot‘)

Zamrazené  ¢asti  hipokampli byly homogenizovany v 10-ti  nasobku
homogeniza¢niho pufru (homogenizér Potter’s Brown, teflon/sklo, 20 zdvihi, 800 ot/min).
SloZeni pufru bylo néasledujici: 1 mM EGTA (ethylen glykol-bis(B-aminoethyl éter)-
N,N,N,N-tetraoctova kyselina, Sigma), 1 mM dithiotreitol (Sigma), 14,6 uM pepstatin
(Sigma), 21 uM leupeptin (Sigma), 0,32 M sachar6za (Serva) a 20 mM HEPES (N-(2-
hydroxyethyl)piperazine-N’-2-ethan sulfonova kyselina) (pH pufru bylo nastaveno 1 M
NaOH na 7,4). Homogenat byl zcentrifugovan (centrifuga UNIVERSAL 32 R, 1100
ot/min — 137 g, 10 min pfi 4°C). V &asti supernatantu byla stanovena koncentrace proteind
a vzorky z pravého a levého hipokampu jednoho mozku byly natedény tak, aby obsahovaly
stejné mnoZstvi celkového proteinu. Koncentrace proteinti v supernatantech se pohybovala
v rozmezi od 4,2 do 5,2 mg/ml.

Ze supernatantu bylo odebrano 200 pl vzorku, které byly v mikrozkumavce
promichany s 200 pl vzorkového pufru (125 mM Tris (Sigma), 20% glycerol (Sigma), 4%
SDS (Sigma), 1% merkaptoethanol) a poté 5 minut zahfivdny na vrouci vodni lazni.
Vzorky byly naneseny v mnoZstvi 18 pl/jamka na polyakrylamidovy gel (7,5% separa¢ni
¢ast, 4% koncentracni ¢ast) v prostfedi elektrodového pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin,
0,1% SDS). SDS PAGE elektroforéza probihala pfi napéti 100 V na koncentra¢ni a 200
V na separacni ¢asti gelu. Po skonéeni elektroforézy byla separaéni ¢ast gelu pfiloZzena na
nitrocelulosovou membranu (0,45 pum, BioRad) a sestaven ,,sandwich®. Pfenos probihal
pfes noc pfi napéti 20 V v prostredi transferového (,,Towbin“) pufru (25 mM Tris, 192 mM
glycin, 10% methanol). Poté byla membrana ze ,,sandwiche* vyjmuta, orientacné€ obarvena
Poneceau S (Sigma), sefiznuta a oznafena. Po odbarveni v deion. vodé byla membrana
ptevrstvena 3% roztokem BSA v TBST pufru (10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,05% Tween-
20; pH 7,2 — 7,4), ve kterém byla inkubovana po dobu 1 hodiny. Po skonéeni inkubace
byla membréana oplachnuta TBST pufrem a nasledovala 1-hodinova inkubace s roztokem
primarni protilatky v TBST pufru. Pro méfeni kazdé z isoforem NOS bylo experimentalné
stanoveno vhodné fedéni pouZivané protilatky: 1:50 anti-nNOS (Rabbit Anti-Nitric Oxide
Synthese I, polyclonal antibody, Chemicon), 1:17 anti-INOS (Rabbit Anti-Nitric Oxide
Synthese II, polyclonal antibody, Chemicon) a 1:500 anti-eNOS (Anti-Nitric Oxide
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Synthese, N-Terminal, Human (Rabbit), Calbiochem). Nasledovalo vymyvéni roztoku
primarni protiladtky TBST pufrem 3krat po 5ti minutich. Omyté membrany byly
prevrstveny roztokem sekundarni protilatky s navazanou peroxiddzou (Swine Anti-Rabbit
Immunoglobulin/HRP, Dako Cytomation) zifedéné 1:3000 v TBST s 1% netuénym
mlékem (Non-fat milk, Hannafor). Probéhla 1-hodinova inkubace, membrany byly omyty
Skrat po 5ti minutdich TBST pufrem. Byl nanesen chemiluminiscenéni substrat, pfipraveny
smisenim 1:1 zasobnich roztokd SuperSignal West Pico Chemiluminiscence Substrate
(Pierce) a ponechdn na membrané 5 minut k inkubaci. Membrana byla pfiloZena na
plastovou desticku a zabalena do félie. V temné komote byla spolu s filmem (MXB Film,
Kodak) zaloZena do kazety. Expozice trvala podle potieby 1 — 5 minut. Film vyjmuty
z kazety byl vyvolan (Dental Xray developer, Dental Xray fixer, Kodak), oplachnut vodou
a ususen na vzduchu. Denzitometrické vyhodnoceni bylo provedeno na denzitometru Gel

Doc (BioRad).

4.2.2 Stanoveni aktivit NOS

Experimenty byly provedeny podle metody popsané v praci Lecanu et al. [111],
upravené pro autoptickou lidskou mozkovou tkan. ZamraZené c¢asti hipokampid byly
homogenizovany v 10-ti ndsobku homogeniza¢niho pufru (homogenizér Potter’s Brown,
teflon/sklo, 20 zdvihi, 800 ot/min). SloZeni pufru bylo nasledujici: 1 mM EGTA (ethylen
glykol-bis(B-aminoethyl éter)-N,N,N,N-tetraoctova kyselina, Sigma), 1| mM dithiotreitol
(Sigma), 14,6 uM pepstatin (Sigma), 21 uM leupeptin (Sigma), 0,32 M sachar6za (Serva)
a 20 mM HEPES (N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N’-2-ethan sulfonova kyselina) (pH pufru
bylo nastaveno 1 M NaOH na 7,4). Homogenat byl zcentrifugovan (centrifuga
UNIVERSAL 32 R, 2800 ot/min — 1200 g, 10 min pfi 4°C). V €asti supernatantu byla
stanovena koncentrace proteini a vzorky byly nafedény tak, aby obsahovaly 2 mg
proteinu/ml (inkuba¢ni smés potom obsahovala 100 pg celkového proteinu). Vzorky
v homogenizaénim pufru byly inkubovany 30 minut pii 37°C s 143 uM NADPH (f-
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, redukovand forma, Sigma) a 4,5 pM
[14C]argininem (L-[14C(U)]-arginin, PerkinElmer, specificka aktivita 11581 MBg/mmol).
Cast vzork®, kde byla testovana aktivita konstitutivnich enzym@ (eNOS a nNOS),

obsahovala jest¢ 1 mM CaCl,. Aktivity jednotlivych NOS byly stanoveny pomoci tfi
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inhibitord. Aktivita nNOS byla stanovena spermidinem (Sigma), ktery je specificky
inhibitor nNOS. Aktivita eNOS byla stanovena po odecteni aktivity nNOS pomoci L-
NAME (Nw-nitro-L-arginin, methyl ester, Sigma), ktery inhibuje nNOS a eNOS. Aktivita
INOS byla stanovena ve vzorcich neobsahujicich Ca®" pomoci aminoguadininu (Sigma),
ktery je inhibitorem vSech tii syntaz. Reakce byla zakonena pfidanim 1 ml ledového
pufru, ktery sestaval z 30 mM HEPES a 3 mM EDTA (etylendiamin-tetraoctova kyselina,
Sigma), pH pufru bylo nastaveno 1 M HCI na 5,5. Vzorky byly nality do pasteurovych
pipet pfedem naplnénych vatou a ionexem a 2x promyty 500 pl redestilované vody.
Roztok prosly ionexem byl zvortexovan a 500 pl bylo napipetovano do scintila¢nich
nadobek. Po pfidani 5 ml vodou feditelného kapalného scintila¢niho koktejlu Ready Safe
(Beckman) byla aktivita zafeni méfena na B-counteru LS 1701 Beckman. Kazdé méfeni

bylo provedeno v triplikatech.

Uprava kyselého ionexu na mirn& zéasadity:

Kysely ionex DOWEX 50WX8-200 (Aldrich) byl suspendovan v redestilované
vodé 1:1 a po diikladném promichéani bylo zméfeno pocatecni pH (pfiblizné 3,5). K ionexu
byl pfidan v nadbytku pevny NaOH tak, aby pH roztoku dosahovalo hodnot v rozmezi 13 -
14. Po 3-hodinové inkubaci byl roztok nad ionexem s nadbyte¢nym NaOH odstranén a
byla pfidéna redestilovana voda. Promyvani bylo opakovano do té doby, nez byly hodnoty

pH roztoku niZ$i neZ 8. Pfiprava ionexu se provadéla 1x tydné.

4.2.3 Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteint byla stanovena metodou podle Bradfordové [112]. Ke 20 pl
supernatantu bylo ptfidano 980 pl 0,1 M NaOH a 10 minut inkubovano pti laboratorni
teploté¢ s Coomassie reagens (100 mg Coomassie brilliant blue G-250 (Serva), 50 ml
koncentrovaného ethanolu, 100 ml koncentrované H3;PQ4, doplnéno do 1 1 redestilovanou
vodou). Absorbance byla méfena pii 590 nm na spektrometru Spekol 11 s pouzitim BSA
(bovinni sérumalbumin, Serva) jako standardu. VSechna méfeni byla provadéna

v duplikatech.
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4.3 Dalsi parametry

Kromeé uvedené exprese a aktivity syntdz oxidu dusnatého byly ziskdny hodnoty
nékterych daldich parametri metabolismu NO. Tyto experimenty byly provedeny bez
ucasti autorky diplomové préace. Stanoveni samotnych dusitanti a dusitant spole¢né s
dusi¢nany bylo provedeno kolorimetrickym kitem v Laboratofi biochemie a patofyziologie
mozku Psychiatrického centra Praha. Koncentrace aminokyselin L-argininu, L-citrulinu a
L-glutamatu byly stanoveny metodou HPLC ve Fyziologickém ustavu AV CR.

Dale byly ziskdny vysledky morfologické analyzy planum temporale. Mgteni
plochy, vySky kiry a objemu této oblasti bylo provedeno volumetrickou metodou na

Katedie antropologie 3. 1ékatské fakulty.

4.4 Index laterality

K vyjadfeni miry rozdilu jednotlivych parametri v levém a pravém hipokampu (tj.

miry laterality) byl pouzit index laterality:

(L-P)

index laterality =
(L+P)

kde L je hodnota sledovaného parametru v levém hipokampu a P je hodnota tohoto
parametru v pravém hipokampu. Index laterality je tudiZz bezrozmérna veli¢ina
charakterizujici relativni rozloZeni sledovaného parametru mezi pravy a levy hipokampus.
Pokud je jeho hodnota kladné, dosahuje parametr vyssi hodnoty v levém hipokampu (levo-
prava lateralita), pokud je index laterality naopak zaporny, byla vy$si hodnota parametru
nalezena v pravém hipokampu (pravo-leva lateralita). V krajnich piipadech, index
laterality rovny 1 znamen4, Ze parametr byl méfitelny pouze v levém hipokampu a opaéné,
index laterality rovny -1 znamena, Ze parametr byl méfitelny pouze v pravém hipokampu.

Pokud se index laterality rovna nule, hodnoty parametrii se v obou hipokampech shoduyji.
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4.5 Statistické zpracovani dat

Experimentalni data byla statisticky vyhodnocena pomoci BMDP software [113].
Ke globalni analyze byla pouZita analyza variance one-way ANOVA (program 7D) a
ANOVA s opakovanymi méfenimi (program 2V). K post-hoc analyze byl pouzit Studentiiv
t-test (program 7D). Linedrni regrese a korelaéni koeficienty byly vypocitdny programem

6D. Data v tabulkdch jsou uvedena jako aritmeticky primér + smérodatnd odchylka.
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5. VYSLEDKY

5.1 Analyzovany soubor

Celkem byla sesbirdna mozkova tkan ze 62 lidi, pfic¢emZ vzorky z prvnich 12 byly
pouzity pouze na zavedeni metod. K dal§imu vyhodnoceni bylo pouZzito vzorkd z 50
pacientl, jejichZ charakteristiky jsou shrnuty vtab. ¢. 1. Podrobné informace o vSech
pacientech (viz odd. 10, tab. A).

Cilem bylo nashromazdit reprezentativni soubory kontrolnich jedinct (netrpicich
ani demenci, ani psychiatrickym onemocnénim), pacientli s Alzheimerovym onemocnénim
a pacient se schizofrenii. Jelikoz ale v soucasnosti neexistuje metoda, kterd by
umoziiovala stanovit s jistotou diagnézu Alzheimerova onemocnéni ante mortem [114],
byly odebrany vzorky i z pacientl, jejichz diagnéza byla nakonec jind (multi-infarktova
demence, MID; smiSené typy demence, MIX). Vzhedem ke Spatné dostupnosti autoptické
lidské mozkové tkan¢ byly tyto vzorky téZ zahrnuty do experimentt.

Pocty jedinct v jednotlivych skupinach jsou nésledujici: 14 kontrol, 17 pacienti s
AD, 9 schizofrenikl, 7 pacientii s MID a 3 pacienti s MIX. Primérny vék v dobé tmrti
vyrazné rozdéluje soubor na dvé podskupiny. Kontrolni jedinci a schizofrenici zemfeli
praimérné v 69,3, resp. 68,7 letech, zatimco pacienti s AD, MID a MIX se doZili v priméru
kolem 80 let. Rozdil je statisticky vyznamny (viz tab. ¢. 1).

V souboru je mirnd pfevaha muzi (29) nad Zenami (21). V jednotlivych
diagnostickych skupindch se zastoupeni muzl a Zen pfili$ nelisi, kromé& kontrolni skupiny,

kterd obsahuje témef dvojnadsobek muza.

tab. ¢. 1: Charakteristiky pacientu

skupiny n (;%) Vék (roky)
kontroly 14 9/5 69.3 £ 10.7
AD 17 9/8 806+ 7.7**
MID 7 4/3 80.3+ 4.1*
MIX 3 2/1 80.0+ 6.6
schizofrenie 9 5/4 68.7 £ 10.5
ANOVA: p = 0.0015
M 29 29/0 749+ 85
F 21 0/21 75.7+125
50 ANOVA: p = 0.7745

post-hoc: Studentdv t-test (pooled variance) — spocteno vzhledem ke kontrolam (**p < 0.01, *** p < 0.001)
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5.2 Exprese NOS

Denzitometrické vyhodnoceni snimkd bylo zpracovano v programu QuantityOne
(BioRad) (viz obr. €. 9).

160 kDa »

135kDa »

130 kDa »

obr. &. 9: Vyhodnoceni Western blotu
(nahoie — nNOS; uprostied — eNOS; dole — iINOS;
L — vzorek z levého hipokampu, P — vzorek z pravého hipokampu)

Dvojice vzorkl zlevého a pravého hipokampu jednoho pacienta byly nanaseny
vedle sebe, aby mohly byt zpracovany paraleln€ vzdy na jedné membrané. Metoda nebyla
kvantifikovana, porovnavaly se pouze optické denzity dvojic levy/pravy hipokampus (L/P)
vuci sobé. Z optickych denzit téchto dvojic byl vypoclitan index laterality. Piehled
pramérnych indexu lateralit NOS pro jednotlivé skupiny je v tab. €. 2, kompletni vysledky
viz odd. 10, tab. B.

Primérné indexy laterality v tab. €. 2 (str. €. 43) sv€dCi pouze o mirné asymetrii
v mnozstvi enzymu jak u kontrol, tak u skupin pacienti. Nejvétsi odchylky od nulového
indexu se pohybuji kolem + 0,15. Nicméné& pfi pohledu na znacné rozptyly jednotlivych
indexa laterality je zfejmé, ze zdanliva nizka lateralizace vyplynula ze zprimérovani

vzajemné se kompenzujicich vykyvi smérem vpravo i vlievo.
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tab. &. 2: Lateralita (L-P/L+P) v expresi enzymu

skupina n nNOS eNOS iNOS
kontroly 14 +0.076 + 0.160 -0.042 £ 0.346 -0.064 £ 0.232
AD 17 +0.090 + 0.168 +0.080 + 0.132 +0.144 + 0.246*
MID 7 -0.030 £0.229 -0.112 £ 0.168 -0.002 £ 0.201
MIX 3 +0.008 + 0.100 -0.033£0.116 +0.178 £ 0.212
schizofrenie 9 +0.098 + 0.390 +0.049 + 0.157 -0.030 £ 0.183
ANOVA: p=0.7671 p = 0.3094 p = 0.0809
M 29 +0.032 + 0.155 +0.016 + 0.276 -0.007 £ 0.222
F 21 +0.113 £ 0.290 -0.006 £ 0.130 +0.095 £ 0.246
ANOVA: p = 0.2087 p = 7407 p=0.1316

post-hoc: Studentliv t-test (pooled variance) — spoéteno vzhledem ke kontrolam (* p < 0.05)

Ackoliv jsou primérné indexy laterality v absolutni hodnoté pomérné nizké, lze
v porovnani s kontrolami pozorovat tendenci ke kladnym hodnotdm u AD skupiny a
naopak k zapornym u MID. Narist indexu laterality pro AD skupinu je na hranici
statistické vyznamnosti. TéZ u schizofreniki roste vici kontrolam podil exprese v levém
hipokampu, ale méné vyrazné (u iNOS nedochazi ke zmén¢ znaménka indexu laterality).

Mezi muZi a Zenami nebyla v expresi NOS nalezena vyznamné odchylka.

5.3 Aktivita NOS

Aktivita syntdz oxidu dusnatého byla meéfena jako mnozZstvi pieménéného
substratu v nmol za 30 min na 1 mg proteinu ve vzorku. Stejné jako u exprese v§ak byl
statisticky zpracovan jenom vzijemny pomér hodnot zlevého a pravého hipokampu
jednoho pacienta (ve form¢ indexu laterality). Hlavnim divodem byl vliv post mortem
intervalu na stav vzorku, a tudiZ na aktivitu enzymi v ném obsazenych. Za ptedpokladu, ze
béhem post mortem intervalu dochazi se stejnou rychlosti ke stejnym biochemickym
zménam v obou hemisférach, je jeho délka pro index laterality irelevantni.

Indexy laterality pro jednotlivé skupiny jsou uvedeny vtab. & 3 (str. ¢. 44).
Kompletni vysledky viz odd. 10, tab. C.

Aktivita NOS u kontrol nemé jednotny smér lateralizace. Nejmén¢ je lateralizovana
nNOS (prakticky viibec), iNOS levo-pravé (-0,185) a eNOS ptevazuje vpravo (+0,132).

Primérné stupné laterality nabyvaji vétSich absolutnich hodnot neZ u exprese, opét jsou

wevr
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tab. ¢.

3a: Lateralita (L-P/L + P) v aktivité enzymu

skupina n nNOS eNOS iNOS

kontroly 14 +0.003 £ 0.485 -0.185 + 0.405 +0.132 £ 0.821
AD 17 +0.370 £ 0.413* +0.172 + 0.289** +0.339 £ 0.792
MID 7 -0.095 + 0.327+ +0.027 + 0.261 -0.027 % 0.902
MiX 3 +0.619+ 0.474* +0.278 + 0.261* +0.355 + 0.200
schizofrenie 9 -0.320 + 0.457+++ -0.202 + 0.450+ -0.307 £ 0.785

ANOVA: p = 0.0014 p = 0.0228 p = 0.3747
M 29 +0.161 + 0.555 -0.016 + 0.441 +0.146 + 0.850
F 21 -0.002 + 0.426 +0.001 + 0.298 +0.071 £ 0.748

ANOVA: p = 0.2657 p = 0.8804 p = 0.7501

post-hoc: Studentliv t-test (pooled variance) — spoéteno vzhledem ke kontrolam (* p< 0.05, **p < 0.01) nebo
k AD (+ p <0.05, +++ p < 0.001)

U pacientil s AD v porovnani s kontrolami vzrostla kladna hodnota indexu laterality
NOS, v piipadé eNOS statisticky vyznamné, rozdil u nNOS je na hranici statistické
vyznamnosti. Obdobny trend se vyskytuje také u pacientd MIX.

Naopak u schizofrenikl klesnul index laterality vSech NOS do zapornych hodnot, tj
ve prospéch pravého hipokampu. Index laterality pro nNOS, eNOS i iNOS ma u AD i
schizofrenikil podobnou absolutni velikost, ov§em pro prvné¢ zminéné je kladny a pro
druhé zaporny. U nNOS je tato zména statisticky vyznamna, u eNOS na hranici statistické
vyznamnosti.

Bylo zminéno vySe, Ze aktivita ani exprese nemohla byt kvili nestejnym
experimentalnim podminkdm jednotlivych vzorki kvantifikovana. Nicméné lze
z naméfenych hodnot aktivity odhadnout, Ze zmény v lateralit¢ u pacientdt AD vici
kontroldm lze pfi¢itat v€t§imu naristu aktivity vlevo (eNOS, iNOS), resp. narGstu vlevo a
poklesu vpravo (nNOS). U schizofrenikli stoupa aktivita vSech NOS vici kontrolam

bilateralné, navic vyraznéji nez u AD.

V zévislosti na pohlavi nebyl u aktivity Zddné z NOS pozorovan vyznamny rozdil.
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5.4 Dalsi namérené parametry

Koncentrace méfenych aminokyselin — L-glutamatu, L-argininu a L-citrulinu — a
jejich indexy laterality uvadi tab. 4, 5 a 6 (str. €. 46). V tabulkach 7 (str. €.47) a 8 (str. &.
47) lze nalézt stanovené hodnoty dusitani a dusitand s dusi¢nany, spoleéné s indexy
laterality . Tabulka €. 9 (str. €. 47) shrnuje indexy laterality morfologickych parametrd

plana temporale.

tab. ¢. 4: Koncentrace L-glutamatu (nmoly/mg proteini) v pravém (P) a levém (L) hipokampu

Skupina n P L L-P/L+P
kontroly 14 113.5+ 334 114.1 £ 36.1 -0.002 £ 0.140
AD 17 127.5+42.8 123.4 £ 46.0 -0.023 £ 0.098
MID 7 137.4 £ 48.8 146.6 + 46.9 +0.029 + 0.190
MIX 3 141.3+21.5 145.3 £ 26.9 +0.012 £ 0.110
schizofrenie 9 144.3 £ 37.5 144.8 + 36.2 +0.003 + 0.032
ANOVA: p = 0.4023 p = 2806 p = 0.9031
M 29 127.7 £ 36.6 125.1 £ 35.5 -0.010 £ 0.088
F 21 130.4 £44.2 134.9 £ 49.1 +0.006 + 0.150
ANOVA: p=0.8117 p=0.4170 p = 0.6438
ANOVA s opakovanymi méfenimi pro skupiny:
i) skupiny: p = 0.2691
i) lateralita: p = 0.7042
iii) interakce: p = 0.9176
ANOVA s opakovanymi méFfenimi pro pohlavi:
i) sex: p = 0.5668
i) lateralita: p = 0.8297
iii) interakce: p = 0.4223

tab. ¢. 5. Koncentrace L-citrulinu (nmoly/mg proteinu) v pravém (P) a levém (L) hipokampu

Skupina n P L L-P/L+P
kontroly 14 212+ 1.05 2.37 £ 1.41 +0.032 + 0.126
AD 17 2.39+ 164 2.39+152 +0.008 + 0.155
MID 7 3.51+£1.95 3.41+163 -0.007 £ 0.077
MIX 3 2.87+1.01 218+ 0.47 -0.120 £ 0.099
schizofrenie 9 2.69 + 1.56 2.84+1.70 +0.039 £ 0.164
ANOVA: p = 0.3685 p = 0.5392 p = 0.4865
M 29 2.40+1.33 248 +1.30 +0.022 + 0.152
F 21 277 +1.74 275+1.75 -0.006 £ 0.116
ANOVA: p = 0.4027 p = 0.5397 p = 0.4851
ANOVA s opakovanymi méfenimi pro skupiny:
i) skupiny: p = 0.4577
i) lateralita: p = 0.5199
iii) interakce: p = 0.3050
ANOVA s opakovanymi mérenimi pro pohlavi:
i) sex: p = 0.4552
ii) lateralita: p = 0.7379
iii) interakce: p =0.6301
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tab. ¢. 6: Koncentrace L-argininu (nmoly/mg proteinu) v pravém (P) a levém (L) hipokampu

Skupina n P L L-P/L+P
kontroly 14 7.35+2.87 8.38 + 3.36 +0.067 £ 0.125
AD 17 9.93+£5.17 9.36 + 4.56 -0.028 £ 0.079*
MID 7 10.05 + 3.43 10.38 £ 2.96 +0.021 £ 0.140
MIX 3 9.10 £ 6.95 8.25+4.84 -0.001 £+ 0.127
schizofrenie 9 5.53 + 2.69+ 5.54 + 2.86+ -0.007 £ 0.042
ANOVA: p=0.0816 p=0.1053 p = 0.1550
M 29 8.24 + 3.96 8.13+ 3.58 -0.002 + 0.094
F 21 8.58 + 4.84 8.96 + 4.44 +0.029 + 0.119
ANOVA: p =0.7823 p = 0.4668 p=0.2990
ANOVA s opakovanymi méfenimi pro skupiny:
i) skupiny: p = 0.0842
ii) lateralita: p = 0.9840
iii) interakce: p = 0.2811
ANOVA s opakovanymi mérenimi pro pohlavi:
i) sexp=06114
ii) lateralita: p = 0.6613
iiil) interakce: p = 0.4281

post-hoc: Studentlv t-test (pooled variance) — vypocitano vzhledem ke kontrolam (* p < 0.05) nebo k AD (+ p
< 0.05).

Koncentrace sledovanych aminokyselin se mezi skupinami pfili§ neodliduji, oproti
kontrolam u pacientd vZdy mirné rostou, vzhledem k velkym rozptylim jsou ale tyto
zmény nevyznamné. Jedinou vyjimkou je koncentrace L-argininu v pravém i levém
hipokampu schizofrenik, kterd v porovnani s AD pacienty zaznamenala pokles na hranici
statistické vyznamnosti.

Primérné indexy laterality se pohybuji v okoli nuly, obvykle nepfekracuji + 0,050.
Jedind zména indexu laterality na hranici statistické vyznamnosti se vyskytuje u L-argininu
pro AD pacienty v porovnani s kontrolami.

Ani koncentrace dusitanti a dusi¢nanti se mezi skupinami velmi nelis$i. Nejvyssi
hodnoty byly nalezeny u kontrol, nejnizs$i u pacientt MID a MIX. Oboustranné sniZeni
v koncentraci dusitant u pacienti MID v porovnani s kontrolami je na hranici statistické
vyznamnosti.

Indexy laterality jsou opé€t velmi blizké nule, nejvyraznéjsi lateralizaci vykazuji
kontroly sindexem laterality -0,093 resp. -0,095 pro koncentraci dusitand resp.

dusitand+dusiénanu.
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tab. €. 7:

Koncentrace dusitani (nmoly/mg proteinu) a jejich lateralita

skupina n P L L-P/L+P

kontroly 14 122140 99+22 -0.093 + 0.166
AD 17 10454 931224 -0.017 £0.214
MID 7 7929 76+26* -0.013 £ 0.089
MIX 3 74+24 78+26 +0.020 + 0.053
schizofrenie 9 96+29 99123 +0.016 £ 0.181

ANOVA: p=0.1718 p =0.1999 p = 0.5996
M 29 10.7£4.2 95+25 -0.043 £0.182
F 21 96+ 46 88+23 -0.011 £ 0.166

ANQVA: p=0.3818 p = 0.3286 p=0.5313

ANOVA s opakovanymi méfenim pro skupinyi:

i)
i)
ii)

skupiny: p = 0.0889
lateralita: p = 0.3470
interakce: p = 0.5827

ANOVA s opakovanymi méfenimi pro pohlavi:

i)
i)
i)

sex: p = 0.2837
lateralita: p = 0.0928
interakce: p = 0.7227

post-hoc: Studentllv t-test (pooled variance) — vypocitano vzhledem ke kontrolam (* p < 0.05)

tab. ¢. 8: Koncentrace dusitanu + dusiénanu (nmoly/mg proteinu) a jejich lateralita

skupina n P L L-P/L+P

kontroly 14 18.4+6.7 14.8+4.2 -0.095 +0.168
AD 17 16.6 £ 85 152+ 5.0 -0.009 £ 0.220
MID 7 13.0%£6.1 12.3+£55 -0.020 £ 0.078
MIX 3 10.8+ 3.7 107+ 3.2 -0.003 £ 0.053
schizofrenie 9 13.2+4.3 137+ 34 +0.024 1 0.205

ANOVA: p = 0.2087 p = 0.3894 p = 0.5907
M 29 16.5+6.3 149+47 -0.036 £ 0.193
F 21 145+ 8.0 13.0£4.2 -0.019 £ 0.169

ANOVA: p = 0.3253 p=0.1431 p=0.7478

ANOVA s opakovanymi méfenimi pro skupiny:

i)
i)

i)

skupiny: p = 0.1610
lateralita: p = 0.3359
interakce: p = 0.6287

ANOVA s opakovanymi méfenimi pro pohlavi:

i)
i)

iii)

sex: p=0.1725
lateralita: p = 0.1155
interakce: p = 0.9568

tab. ¢. 9: Lateralita (L-P/L + P) plochy, vysky kiry a objemu plana temporale

skupiny n plocha vyska kary objem
kontroly 14 -0.040 + 0.180 -0.025 + 0.067 -0.064 + 0.220
AD 17 +0.061 + 0.121 -0.011+£0.078 +0.050 + 0.137
MID 7 +0.118 £ 0.097* +0.044 + 0.057 +0.160 + 0.116**
MIX 3 +0.086 + 0.078 -0.056 + 0.067 +0.030 + 0.045
schizofrenie 9 +0.034 + 0.129 -0.005 + 0.107 +0.029 + 0.174
ANOVA: p=0.1276 p = 0.3160 p = 0.0823
M 29 +0.034 £ 0.143 -0.023 + 0.094 +0.013+0.189
F 21 +0.041 £ 0.146 +0.009 + 0.050 +0.050 + 0.156
ANOVA: p =0.8677 p = 0.1666 p = 0.4605

post-hoc: Studentlv t-test (pooled variance) — vypocitano vzhledem ke kontrolam (* p < 0.05, ** p < 0.01)
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Primérné indexy laterality morfologickych parametri plana temporale naznacuji
mirnou pravo-levou lateralizaci u kontrol a opa¢nou v pfipadé plochy a objemu plana
temporale u pacienti AD, MIX a schizofrenikd. U pacienti MID se narast indexu laterality

U Zadného z parametri uvedenych vtomto oddilu nebyla nalezena vyznamna

odchylka mezi muZzi a Zenami.

5.5 Srovnani indexu laterality

Piehled indext laterality vSech sledovanych parametri pro skupiny kontrol,
pacientd s AD, schizofrenii a MID uvadi tab. ¢. 10 (str. ¢. 49). Skupina pacientli s MIX
byla z dal§iho srovnani vyfazena, jelikoZ ¢itd pouze 3 pacienty a nebyly u ni nalezeny
Zadné vyrazné odchylky od ostatnich dementnich pacientd.

Hodnoty indexi laterality dale ilustruji grafy €. 1 (str. ¢. 50) a 2 (str. €. 51). Z grafi
jasné vyplyva, Ze lateralizace a jeji zmény jsou nejvice vyjadfeny zejména v aktivité a dale
1 vexpresi NOS. Ostatni méfené parametry jsou lateralizovany méné, casto zcela
zanebatelné. Pfesto i na nich se n€kdy odrazi vlivy danych patologickych stavi.

Vysledky korelaéni analyzy mezi jednotlivymi parametry metabolismu NO
nepotvrdily jejich vyraznou vzijemnou zavislost. Relativné dobra korelace byla
pozorovana pouze pro lateralitu eNOS a plochu PT (aktivita: +R=0,255, p=0,074, exprese:
+R=0,300, p=0,034).

Jednotlivé indexy laterality aktivity NOS se pohybuji ve znaéném rozpéti, zejména
u iNOS - pfi nizkych hodnotach aktivity se Casto stavalo, Ze v jednom z dvojice vzorkd
(pravy/levy hipokampus) byla aktivita zcela neméfitelnd. Nulova hodnota aktivity se
nasledné projevila jako index laterality +1 nebo -1. Dale plati, Ze v primérné hodnoté
indexu laterality se skryvaji vyrazné individualni asymetrie, které se vzajemné kompenzuji.

Kontroly nemaji v lateralit€ aktivity NOS stejny smér; nNOS se zd4 byt v priméru
nelateralizovand, eNOS vyraznéji doprava a iNOS doleva. Exprese je lateralizovana méné,
nNOS slabé doprava a eNOS s iNOS slabé doleva. Z ostatnich parametrii 1ze o mirné
lateralizaci smétujici vpravo hovofit jesté u dusitani a dusitand+dusi¢nant, u L-argininu a

L-citrulinu se objevuje jiZ jen slabé levo-prava lateralita, L-glutamat zlstdvd bez
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lateralizace. VSechny tfi morfologické parametry planum temporale dosahuji slabé pravo-

levé laterality.

U pacienti AD se aktivita vSech NOS piesouva doleva, s nejvétSim indexem

laterality pro nNOS a nejvétsi statistickou vyznamnosti vi€i kontroldam u eNOS. Stejné tak

exprese vS§ech NOS ptevazuje vlevo, lateralita je ale niZ$i neZ u aktivity, nejvyraznéjsi je u

iNOS. Zbyvajici parametry jsou spiSe nelateralizované, velmi slabé pravo-leva lateralita je

patrnd u L-glutamatu a L-argininu, levo-prava u plochy a objemu plana temporale.

tab. & 10: Pfehled indexu laterality sledovanych parametri

skupiny kontroly AD MID SCHIZ ANOVA:
metody
aktivita +0.370% 0413 | -0.095+0.327 | -0.320 % 0.457 _
Nos | +0-003 0485 ; : . p=0.0014
aktvita | 1054 0405 | TO-17220.289 | 1400740061 | 020220450 | . (o208
eNOS ;
ai',fltg‘éa +0.132£0.821 | +0.339+0.792 | -0.027+0.902 | -0.307+0.785 | p=0.3747
e:ﬁrgge +0.076 £ 0.160 | +0.090 +0.168 | -0.030+0.229 | +0.098 + 0.390 | p = 0.7671
e:ﬁrgge -0.042+0.346 | +0.080+0.132 | -0.112+0.168 | +0.049+0.157 | p=0.3094
exprese | -0.064 £ 0.232 *0.14420246 | ,002+0201 | -0.030£0.183 | p=0.0809
L-glu -0.002 + 0.140 | -0.023+0.098 | +0.029+0.190 | +0.003 +0.032 | p=0.9031
Larg | +0.0670.125 | 9-028%0079 1 1400140140 | -0.007+0.042 | p=0.1550
L-cit +0.032 £ 0.126 | +0.008 £+ 0.155 | -0.007 +0.077 | +0.039+0.164 | p=0.4865
dusitany | 5093+ 0.166 | -0.017+0214 | -0.013+0.089 | +0.016+0.181 | p=0.5996
dusitany _
+dusicnany | 0.0950.168 | 0.009£0220 | -0.020%0.078 | +0.024:+0.205 | p=0.5907
plocha PT | -0,040+ 0,180 | +0,061 0,121 | *011820.097 | .4 03410129 | p=01276
"yéklfT"“rV -0,025 + 0,067 | -0,011+0,078 | +0,044 + 0,057 | -0,005%0,107 | p=0,3160
objem PT | 0,064+ 0,220 | +0,050+0,137 | T0:16020.116 | 14 0594 0,174 | p=0,0823

Studenttiv t-test byl vypo¢itan vzhledem ke kontroldm (* p <0.05, **p <0.01) nebo k AD (+ p <0.05, +++

p <0.001)
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Opacny obraz lateralizace aktivity NOS nez u AD byl nalezen u schizofreniki.
Indexy laterality vSech NOS ukazuji na vétsi aktivitu enzymu vpravo. V expresi uz
lateralizace tak jednozna¢na neni, nNOS a eNOS mirné€ pfevazuji vlevo, iNOS velmi slabé
vpravo. Dale se objevuje velice slaba levo-prava lateralita L-glutamatu, L-citrulinu,
dusitand, dusitand+dusi¢nant, plochy a objemu plana temporale.

V porovnani s ostatnimi skupinami se pacienti MID zdaji byt minimalné
lateralizovani podle sledovanych parametri. Za zminku stoji pouze mirna pravo-leva
lateralita v aktivit¢ nNOS a expresi eNOS a levo-prava lateralita morfologickych

parametra plana temporale.

graf €. 1: Indexy laterality aktivity a exprese NOS
(chybové usecky predstavuji £ smérodatnou odchylku)
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graf ¢. 2: Indexy laterality dusitanu, dusitan + dusiénand, L-glutamatu, L-argininu,
L- citrulinu, plochy, vy$ky kary a objemu plana temporale
(v.k. = vyska kury; chybové Usecky predstavuji + smérodatnou odchylku)
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Dal3i pohled na lateralizaci méfenych parametrii metabolismu NO nabizi tab. ¢. 11
(str. & 52). Procentualni rozlozeni kladnych a zapornych indext laterality eliminuje vliv
jejich velikosti a podava informaci Cisté€ o stran€, kde dany parametr pfevazuje. Rozdily
nejsou nijak velké, znovu se objevuji nékteré jiz zminéné trendy.

U kontrol neni zjevna jednostranna pievaha vSech parametri, nicméné oproti
prumérnému indexu laterality vystupuje vétsi pocet kladnych indext laterality u aktivity
nNOS (64,3% kladnych indext laterality). Aktivita eNOS (64,3% zapornych indexu
laterality) i iNOS (61,5% kladnych indexi laterality) pfevazuje na stejné strané, jako udava
prumérny index laterality, stejné tak exprese vSech NOS. Mezi aminokyselinami pfevazuje
kladny index laterality (v 57,1% u glutamatu, v 64,3% u citrulinu a v 78,6% u argininu). U
pacientt AD se ve shod¢ s primérnym indexem laterality objevuje levo-prava lateralita
viech NOS v aktivité (nNOS 87,5%, eNOS 70,6%, iNOS 70,6% kladnych indexu
laterality) i expresi (nNOS 70,6%, eNOS 88,2%, iNOS 70,6% kladnych indexu laterality),

naopak sledované aminokyseliny maji lateralitu opafnou (glutamat a citrulin 58,8%,
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arginin 52,9% zé&pornych indexu laterality). Pfevracena lateralita v aktivit¢ NOS (nNOS a
INOS 66,7%, eNOS 55,6% zapornych indexu laterality) vii¢i AD je patrné u schizofrenikd.
U pacientdt MID pievlada levo-prava lateralita exprese NOS (57,1% kladnych indext
laterality u v§ech NOS) stejné jako u AD.

tab. & 11: Rozlozeni kladnych a zapornych indexu laterality v %
(akt = aktivita, exp = exprese, kontr = kontroly, schiz = schizofrenie; zvyraznéna pole >50%)

NO;

akt akt akt exp | exp | exp ; .

nNOS | eNOS | iNOS |nNOS |eNOs | iNos | L9lu | L-cit | L-arg | NG, o
3

kontr
+ 643 | 357 | 615 | 571 | 357 | 429 | 571 643 | 786 | 28,6 | 28,6
- 357 | 643 | 385|429 |1 643 | 571 | 429 | 357 | 214 | 714 | 71,4

AD
+ 87,56 | 706 (706 | 706 | 882 | 706 | 41,2 | 41,2 | 471 | 629 | 471
- 125 | 294 | 294 | 294 | 11,8 | 294 | 588 | 688 | 529 | 471 | 52,9
schiz
+ 333 | 444 [ 333 1667 | 444 | 66,7 | 556 | 556 | 250 | 444 ( 444
- 66,7 | 556 | 66,7 | 33,3 | 55,6 | 33,3 | 444 | 444 | 750 | 556 | 55,6
MID
+ 50,0 | 429 | 286 | 571 | 671 | 57,1 | 429 | 28,6 | 429 [ 429 | 429

- 500 | 571 | 714 | 429 | 429 [ 429 | 571 | 714 | 571 1 571 | 571
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6. DISKUSE

Neurochemicka lateralizace v mozku c¢lovéka nemusi mit charakter stalé
dominance, pokud lze chemickou aktivitu sledované latky regulovat jednoduchym
zpisobem. Klasické neurotransmitterové systémy mivaji vicestuptiové zplisoby regulace,
od jejich syntézy, skladovani v burice, ptes aktivaci prekurzord, exocytdézu z burky, az po
pocet receptort, re-uptake mechanismy a enzymatickou degradaci. Proto lze ptedpokladat,
Ze jejich lateralizace vyZaduje ur€ité pevné dané schéma, souvisejici s vykonem jejich
funkce. Naproti tomu, pro peptidergni neurotransmittery, které jsou syntetizovany de novo
v okamziku potfeby a nemaji re-uptake mechanismy, bylo ukazano, Ze se jejich lateralita
miZe velmi rychle ménit v zavislosti na jejich inaktivaci peptidazami [44].

Podobné NO je syntetizovan po aktivaci nekteré z NOS, vzéapéti difunduje z mista
syntézy (jako lipofilni plynnd molekula muize voln€ prochazet pres fosfolipidové
membrany) a reaguje s bunénymi strukturami v okruhu asi 40 — 300 um. Regulace
aktivity NO spociva tudiz v zasadé¢ pouze vregulaci mnozstvi a aktivity NOS [80].
Lateralita nitrergniho medidtorového systému mtiiZze byt tudiz velmi proménliva a ur€ena

jinymi asymetrickymi vlivy.

6.1 Mediatorovy systém NO u kontrol

Proménlivost laterality nitrergniho systému ilustruji hodoty aktivit jednotlivych
NOS u kontrol. Zna¢né rozdily mezi pravym a levym hipokampem na individualni Grovni
se sice v pruméru caste¢né stiraji (zvlast€¢ u nNOS, ktera je v primeéru prakticky
nelateralizovana), nicméné pfi pohledu na podrobné vysledky je zfetelna odlisna
lateralizace kazdé zNOS - zindividualniho i globalniho hlediska. Odrazi se zde
pravdépodobné rozdilné funkce jednotlivych NOS v organismu.

Nejvice je v priméru lateralizovana eNOS (-0,185), slaby pravo-levy smér
laterality je stejny 1 v jeji expresi (-0,042). JelikoZ je eNOS vazana ptredevSim na svou
ulohu v endotelu krevnich cév, miize mit tato lateralita svij plivod v asymetrii krevniho
zasobeni hipokampu. Vzhledem k pfevaZujici pravo-levé lateralit€ velikosti hipokampu v
populaci [22] miZe mit pravy hipokampus téZ cévni systém vétSiho rozsahu. Uritou

podporu pro plvod pravo-levé lateralizace eNOS v anatomické asymetrii mozku

53



ptedstavuje jeji pomérné¢ dobrd korelace splochou plana temporale, kterd byla
vyznamnéj$i v expresi (+R = 0,300, p = 0,034), nez v aktivité¢ (+R = 0,255, p = 0,074).

Na druhou stranu nalezena lateralita planum temporale ptedstavuje problematickou
¢ast ziskanych vysledkd, jelikoZ pravo-leva (i kdyZz pomérné slaba) asymetrie plochy,
vySky kary i objemu planum temporale je v pfimém rozporu s pfevazujicimi idaji
v literatute. Post mortem studie délky a plochy planum temporale uvadéji levostrannou
asymetrii planum temporale, snizenou u levakid a Zen [115], stejné tak in-vivo MRI studie
[116]. Ovsem objevily se i prace, které asymetrii plana temporale u kontrolnich subjektl
nenalezly (napf. [117]). Rozpor ve vysledcich morfometrie planum temporale byva
vysvétlovan nejednotnymi metodickymi kritérii pro vymezeni oblasti plana temporale.
V zavislosti na vymezeni plana temporale mizou vznikat protichidné néalezy; v posteriorni
¢asti plana temporale nebyla nalezena Zadna asymetrie, v anteriorni dokonce pravostranna
[118]. Dale je nutno brat vuvahu, Ze ackoliv z neuropsychiatrického hlediska lze
povaZovat ndmi pouZity soubor za kontrolni, z obecn¢ lékaiského hlediska se jednalo o
heterogenni skupinu s riznymi diagnézami a pfi¢inami umrti (viz odd. 10, tab. A).
Kontrolni soubor byl také pfili§ maly na to, aby se mohly odchylky statisticky projevit
(studie dokladajici morfologickou asymetrii byvaji provadény na souborech kolem 100
jedinctl). Udaje o pravorukosti/levorukosti nejsou k dispozici, jelikoz se obykle
v kazuistice neuvadéji a po umrti je nebylo moZné zpé&tné vyziskat.

iNOS by za normalnich podminek neméla byt v buiikdch vibec exprimovana,
potvrzuji to post mortem studie z ruznych oblasti mozku [119]. Nicméné v nami
pouzitém kontrolnim souboru byla zachycena jeji pfitomnost v hipokampu. Opét je nutné
pfipomenout, Ze kontrolni soubor sestaval z nedementnich nepsychiatrickych jedinct, ale
jejich zdravotni stav byl jinak rGznorody (viz vySe). Méfené aktivity iNOS byly oviem
velice nizké, ve vétSin€ ptipadi alespori na jedné stran€é neméfitelné. Neméfitelnost
aktivity v jednom hipokampu se projevila jako index laterality +1 nebo -1, ktery neodrazi
skute€nou asymetrii, ale detekéni limit pouzité metody. Z toho diivodu klesa i vyznam
nalezené pravo-levé laterality (-0,132).

Nekteré studie uvadéji, Ze enzymaticka aktivita NOS v lidském mozku je velmi
stabilni i béhem post mortem intervalu [119, 120] az do 54 hodin. Nami provedend méfeni
vSak tuto skute¢nost nepotvrzuji, stav vzorku se v zavislosti na délce post mortem intervalu
negativné projevoval ve vysokych rozptylech aktivity NOS i na kvalit¢ Western blotu

(rizné intenzivni pozadi, vice imunoreaktivnich proteinovych frakci).
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Z dal§ich parametrit lze pozorovat mirnou pravo-levou lateralitu dusitani a
dusi¢nand (-0,095), L-glutamat, L-arginin a L-citrulin jsou lateralizovany jes$té¢ méné.
Pravo-leva lateralita dusitani a dusi¢nanii mize odraZet pravo-levou lateralitu eNOS (viz
vyse), vzhledem k tomu, Ze nNOS je téméf nelateralizovand a hodnoty aktivity iNOS jsou
velmi nizké; vyrazna korelace mezi koncentraci dusitantl a dusi¢nant a aktivitou NOS vsak

nebyla nalezena.

6.2 Mediatorovy systém NO za patologickych podminek

7da se, Ze patologicky proces, at' uz v piipadé Alzheimerovy choroby ¢i
schizofrenie, mize ve skupiné pacientl sjednotit smér laterality nitrergniho systému. Za
timto jevem miZe stat jednak interakce normalni cerebralni lateralizace s probihajicim
onemocnénim (rozdilnd vulnerabilita pravé a levé hemisféry), nebo odlisna cerebralni
lateralizace souvisejici s dispozici k rozvoji onemocnéni.

Aktivita vSech tii NOS se u pacientll s Alzheimerovou chorobou pfesouva do
levého hipokampu, tento trend sleduje pon€kud mirn€ji i exprese. Zatimco nérast indexu
laterality aktivity je u INOS a eNOS pravdépodobné zplsoben vétSim rlstem aktivity
v levém hipokampu, u nNOS data naznacuji krom¢ zvySeni aktivity vlevo i sniZeni vpravo.
ZvySena aktivita NOS nepochybné svéd¢i o jejim zapojeni do neurodegenerativniho
procesu. Tento nélez se shoduje s tidaji v literatute, tj. zvySenou aktivitou NOS v mozku
pacientli s AD [121]. Z nami namé&fenych dat lze odhadnout, Ze nejvétsi podil na naristu
aktivity NOS mé pravdépodobné eNOS, iNOS nartstd mirngji, nez by se dalo podle jeji
roli v patogenezi o¢ekavat. Prevaha aktivity i exprese NOS v levém hipokampu potvrzuji
udaje o ¢asn€jSim a hlub$im poskozeni levé hemisféry béhem Alzheimerova onemocnéni
[25].

Naopak, aktivita vSech tii NOS u pacientdl se schizofrenii ukdzala protichidnou
lateralizaci vic¢i pacientim s Alzheimerovou chorobou. V expresi NOS se ovSem tato
zména neprojevila. Podle naméfenych aktivit 1ze odhadovat, Ze zména laterality nastava
pravdépodobné vyrazn€j§im zvySenim aktivity NOS v pravém hipokampu.. Data
v literatufe uvade€ji zvySenou koncentraci NOS v mozku schizofrennich pacientd [101,
102], pfipadné nezménéné mnozstvi eNOS a nNOS u schizofrenikd vici kontrolam [120].

Nalezené zvySeni aktivity eNOS a nNOS je vrozporu s literaturou, udavajici sniZenou
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aktivitu konstitutivnich NOS [120]. ZvySeni aktivity pfevazné v pravém hipokampu se
tykd 1 INOS (doprovdzené mimou pravo-levou lateralitou exprese). Ackoliv byla
opakované¢ prokazana nepfitomnost zanétu u schizofrenie, ziejm& se mohou u tohoto
onemocnéni vyskytnout jiné faktory indukujici expresi iNOS a stimulujici jeji aktivitu.
Nejvyrazn€j§i zménu v lateralit€¢ aktivity oproti skupin€ pacientli s Alzheimerovou
chorobou lze pozorovat u nNOS. Aktivita nNOS je nejcharakteristi¢téj$i pro funkci NO
jako signalni molekuly v nervovém systému, proto neni piili§ piekvapivé, Ze jeji zmény
jsou nejcitlivéjsi k pritomnosti neuropsychiatrické poruchy. Prevazujici aktivita NOS
v pravém hipokampu muize ukazovat na lokalizaci patologickych dé&t spiSe v pravé
hemisféte, ovSem podobné zavery jsou velmi spekulativni a k jejich ovéreni bude zapotiebi
dal$iho vyzkumu.

Dusitany a dusi¢nany se povazuji za finalni produkty pfemény NO v organismu,
odrazejici aktivitu NOS. Nami nalezené zmény v lateralit¢ NOS se vSak v lateralité
dusitan® a dusi¢nanl projevily jen velmi neur€ité, u dementnich pacientil 1 schizofrenikd
byl index laterality dusitand a dusi¢nant blizky nule. Nicméné koncentrace dusitanti a
dusi¢nand se oproti kontroldm sniZila, nejvice u pacientd s multi-infarkt demenci.
V literatufe existuji udaje o poklesu dusitand a dusi¢nanti v mozkové tkani pacientd s AD
[93], v mozkomiS$nim moku byly nalezeny protichidné udaje popisujici jak zvySeni [94],
tak sniZeni dusitan a dusi¢nanil [122]; u schizofrenikll byly nalezeny zvys$ené hladiny
dusitantl a dusi¢nant v mozkové tkani [103], naopak sniZené v mozkomi$nim moku [105].
Zajimavé jsou udaje o sniZeni koncentrace dusitand a dusi¢nanti u pacientd s AD [95] a
schizofrenii [123] v plazmé, korelujici se zvy$enim endogenniho kompetitivniho inhibitoru
NOS, asymetrického dimethylargininu (ADMA). ZvySené mnozstvi ADMA v krevnim
obéhu a jeho inhibice eNOS mize mit Skodlivy vliv na cévni systém v mozku, neni
vylou€eno, Ze inhibuje také produkci NO ostatnimi NOS. Ackoliv nelze fict, do jaké miry
odpovidaji data naméfend v plazmé a mozkomi$nim moku koncentraci dusitanii a
dusi¢nand v mozkové tkéani, v souhrnu pievazuji udaje o poklesu hladiny dusitan a
dusi¢nani u AD i schizofrenie, v souhlasu sna$imi hodnotami. Nesoulad mezi
asymetrickym zvy3$enim aktivity NOS na jedné strané a nezménénou lateralitou dusitant a
dusi¢nani a celkovym sniZenim jejich koncentrace na strané druhé zpochybmuji pfimy
vztah mezi mirou tvorby NO a koncentraci dusitan a dusi¢nant. Rozporuplné vysledky

v literatufe tyto pochybnosti jenom utvrzuji.
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Stejné tak zmény v lateralit¢ sledovanych aminokyselin jsou nevyrazné (kromé
zvySeni L-argininu v pravém hipokampu u pacientd s AD), indexy laterality zistavaji
témét nulové. Koncentrace L-glutamatu byla u pacienti s AD i schizofrenii mirn€ zvysena,
zména ale nebyla vyznamna. V literatufe nejsou udaje o zvySené koncentraci L-glutamatu
u AD, ackoli by se vzhledem ke zvySené excitotoxicité¢ v patogenezi onemocnéni dala
takova zména ocekavat. Excitotoxicky mechanismus se pravdépodobné objevuje 1 za
fyziologickych koncentraci L-glutamatu, pokud jsou pfitomny dal$i patologické faktory
[82]. U schizofrenie se predpokladd deficit glutamatergniho systému, nicméné
v koncentraci L-glutamatu nebyly podle literatury nalezeny vyrazné odchylky od kontrol
[124]. Konkrétni vysledky zavisi na dalSich faktorech, jako je medikace pacienta, pribéh a
trvani psychézy. U L-argininu byla nalezena mirn¢ zvySena koncentrace u dementnich
pacient, u schizofreniki naopak vyznamné snizend. Hladiny L-citrulinu byly mezi
skupinami srovnatelné. V literatuie existuji idaje pouze o nezménéné hladiné L-argininu a
L-citrulinu v mozkomi$nim moku u AD v porovnani s kontrolami [125]. Kromé syntézy
NO jsou aminokyseliny L-arginin a L-citrulin zapojeny do dalSich biochemickych drah,
coz vysvétluje, pro¢ se na koncentracich téchto aminokyselin neprojevuji zmény v aktivité
NOS. Lze shrnout, Ze vyuziti tfech sledovanych aminokyselin jako indikatorQ pre mortem
enzymatické aktivity NOS, stejné¢ jako laterality nitrergniho systému, je prakticky
nemozne.

Podobné jako u kontrol, nalezenad Ilateralita planum temporale je obtizné
interpretovatelnd. Nejvice se index laterality zménil u pacientld s multi-infarktovou
demenci, kde se u vSech parametri pravo-leva lateralita nalezend u kontrol obratila na
levo-pravou. U plochy a objemu plana temporale se objevuje levo-prava lateralita téZ u
pacientll s AD a schizofrenii. Na zékladé téchto udaji nelze potvrdit publikované nalezy
vyrazné€j$i atrofie korovych oblasti u AD [49], ani sniZeni asymetrie [115] ¢i redukci
objemu levého plana temporale [117] u schizofrenikd. AvSak podle publikované analyzy
dat ziskanych na skupin€ 60 pacientti z ptivodniho souboru (zahrnujiciho zde uvedeny 50-ti
¢lenny soubor) [126] byla plocha, vyska kiry i objem plana temporale u schizofreniki
vyrazn€ niz8i nez u kontrol. Navic byly pozorovany zmény ve tvaru této oblasi oproti

kontroldm a dementnim pacientim.
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7. ZAVER

Nebyl nalezen jednotny smér lateralizace mediatorového systému NO u kontrol.
Byly ale prokazany znacné rozdily v aktivité i expresi jednotlivych NOS mezi pravym a
levym hipokampem jak na individualni, tak i1 celkové urovni. V pfipadé¢ Alzheimerova
onemocnéni byla nalezena levo-prava lateralita aktivity NOS, naopak u schizofrenie pravo-
levé lateralita aktivity NOS. Tato protichidna tendence byla nejvyrazné€jsi u nNOS. Na
urovni exprese NOS byly zmény laterality vyjadifeny mnohem slabg&ji. Ostatni parametry
metabolismu NO (glutamat, arginin, citrulin, dusi¢nany, dusitany) nebyly lateralizovany
vibec nebo velmi nevyrazné. Morfologické parametry plana temporale nepotvrdily
vyrazné zmeény laterality ani u pacienti s Alzheimerovym onemocnénim, ani u
schizofreniku.

Vysledky ukazuji jednak klicovou roli aktivity NOS pro lateralizaci mediatorového
systému, jednak rdzné ulohy jednotlivych NOS v organismu. U Alzheimerovy choroby se
levo-prava lateralita NOS shoduje s idaji v literatufe o vy$$im poskozeni levé hemisféry
béhem nemoci. Naopak u schizofreniki naznacuje pravo-leva lateralita NOS vétsi

poskozeni pravé hemisféry.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

(HMRI
AD
AMPA
ApoE
APP
A
BH4
BSA
CAPON
cGMP
EDTA
EGTA
FAD
FMN
GABA
GC
HEPES
IL
L-NAME
LTP
MID
NADPH
NF
NMDA
NOS
nNOS
eNOS
INOS
PAGE
PT
RS+

(funkéni) magneticka rezonance

Azheimerova choroba
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova kyselina
apolipoprotein E

amyloid-prekurzorovy protein

amyloid-p peptid

tetrahydrobiopterin

bovinni sérumalbumin

carboxyl-terminal PDZ ligand of neuronal nitric oxide synthase
cyklicky guanosin-3’, 5’-monofosfat
ethylendiamin-tetraoctova kyselina

ethylen glykol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N,N-tetraoctova kyselina
flavin adenin dinukleotid

flavin adenin mononukleotid

y-aminomaselna kyselina

guanylat cyklaza

N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N’-2-ethan sulfonova kyselina
interleukin

No-nitro-L-arginin methyl ester

dlouhodoba potenciace

multi-infarktova demence

B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

nuclear factor

N-methyl-D-aspartat

syntaza oxidu dusnatého

neuronalni syntaza oxidu dusnatého

endotelova syntaza oxidu dusnatého

indukovatelna syntéza oxidu dusnatého

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

planum temporale

,»right shift gen
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SDS sodiumdodecyl sulfat
TNF tumor necrosis factor

Tris 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol
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10. PRILOHY

tab. A: Podrobné charakteristiky celkového (plvodniho) souboru pacientil

Poradové | C. pitevniho . | Vék Pfi¢ina . .

éislo prciokollrok Pohlavi (roky) | umrti diagnoza poznamka

13 -1 232/03 M 82 Cl AD

14- 2 249/03 M 76 Cl MID

15- 3 262/03 F 82 Cl AD

16 -4 310/03 F 85 U AD
nedementni,

17-5 B1/03 M 79 Mi kontrola nepsychiatricka
(parkinsonismus)
nedementni,

18-6 B2/03 M 75 TC kontrola nepsychiatricka
nedementni,

19-7 B3/03 M 59 BI. kontrola nepsychiatricka

20-8 B4/03 F 50 H kontrola nedementni,
nepsychiatricka

21-9 337/03 F 47 Cl schizofrenie | chronicka

22-10 340/03 F 92 Cl AD

23-11 342/03 F 84 Cl AD

24-12 353/03 M 83 Cl AD

25-13 438/03 F 86 Cl MID

26-14 B5/03 M 69 M kontrola nedementni,
nepsychiatricka

27-15 B6/03 F 81 MI AD

28-16 45/04 M 77 Cl MID

29-17 B7/04 M 78 ChP AD

30-18 B8/04 F 81 Cl AD

31-19 B9/04 F 87 Cl AD

32-20 63/04 M 82 BP MID

33-21 64/04 M 58 M kontrola nedementni,
nepsychiatricka

34-22 69/04 M 79 Cl MID Binswanger

35-23 71104 F 55 M kontrola nedementni,
nepsychiatricka

36-24 72/04 M 75 Cl AD

37-25 103/04 M 80 Cl AD

38-26 124/04 M 88 BP AD

39-27 133/04 M 70 Cl AD

40-28 138/04 M 87 Cl MIX

41-29 B10/04 M 71 M kontrola nedementni,
nepsychiatricka

42-30 B11/04 F 79 | M kontrola nedementni,
nepsychiatricka
nedementni,

43-31 B12/04 M 84 Cl kontrola nepsychiatricka

44-32 B13/04 F 62 M kontrola nedementni,
nepsychiatricka
nedementni,

45-33 B14/04 M 79 Cl kontrola nepsychiatricka

46-34 B15/04 M 58 EXS AD

47-35 303/04 M 79 BP MiX

48-36 309/04 F 84 Cl AD
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49-37 324/04 M 81 Cl AD

50-38 V1/04 M 77 Cl schizofrenie | rezidualni

51-39 D1/04 M 75 PE schizofrenie | rezidualni

52-40 D2/04 F 70 PE schizofrenie rezidualni

53-41 D3/04 M 65 BP schizofrenie | paranoidni

54-42 V2/04 F 82 BP schizofrenie rezidualni

55-43 B16/05 M 78 P kontrola nedementni,
nepsychiatricka
nedementni,

56-44 B17/05 F 72 U kontrola nepsychiatricka

57-45 V3/05 F 74 Cl MIX

58-46 V4/05 F 77 Cl MID

59-47 V5/05 F 85 Cl MID

60-48 D4/05 M 60 Cl schizofrenie | paranoidni

61-49 D5/05 M 67 BP schizofrenie | chronicka

62-50 D6/05 F 75 BP schizofrenie | chronicka

Oznaceni vzorku: ¢islo pitevniho protokolu/rok — vzorky z PL Bohnice,
vzorky z PATOL s.r.0., Dx/rok — vzorky z PL Dobrany

Sex: M -muz, F —Zena

Bx/rok — vzorky z FN Bulovka, Vx/rok —

Pfi¢ina umrti: Cl - cardiac insufficiency, BP - bronchopneumonia, A — asphyxia, U — uremia, Ml — myocardial

infarct, TC — tumorous cachexia, Bl - brain infarct, H — hepatocirrhosis, M — malignancy, ChP — cholecyst

perforation, EXS — exsanguination, P - peritonitis

Diagndza: AD — Alzheimer disease, MID — multi-infarct dementia, MIX — mixed types of dementia
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tab. B: Exprese enzym( nNOS, eNOS a iNOS v pravém (P) a levém (L) medialnim hipokampu

(opticka densita)

c. nNOS eNOS iNOS

P L L-P/IL+P P L L-P/L+P P L L-P/L+P
1 2875 6322 +0.375 2596 3792 +0.187 1141 1120 -0.009
2 8568 9550 +0.054 3782 1840 -0.345 992 636 -0.219
3 4697 8802 +0.304 1668 1904 +0.066 41 286 +0.749
4 6307 7275 +0.071 1937 2910 +0.193 2325 1475 -0.224
5 11119 10763 -0.016 1004 420 -0.410 7950 3194 -0.427
6 8429 13868 +0.244 1 950 +0.998 866 1502 +0.269
7 14985 18852 +0.114 2685 1677 -0.231 2143 2337 +0.043
8 19326 17343 -0.054 1266 1115  -0.063 1607 2579 +0.232
9 0 12568 +1.000 4276 4046 -0.028 3120 2539 -0.103
10 11632 13769 +0.084 4744 5371 +0.062 535 1154 +0.366
11 11879 18717 +0.223 3562 3917 +0.047 1228 1518 +0.106
12 1960 2156 +0.048 880 1238 +0.169 3327 2756 -0.094
13 1004 350 -0.483 772 779  +0.005 1769 2042 +0.072
14 1037 1812 +0.272 4412 4287 -0.014 1347 1844 +0.156
15 3786 7381 +0.322 944 493 -0.314 5071 5043 -0.003
16 5700 5652 -0.004 845 1012  +0.090 3682 2871 -0.124
17 4310 7768 +0.286 1236 2239  +0.289 1479 2758 +0.302
18 3188 2294 -0.163 5226 5937 +0.064 573 855 +0.197
19 2819 3681 +0.133 5582 6069  +0.042 636 743 +0.078
20 3929 3667 -0.034 7895 5731  -0.159 619 519 -0.088
21 2301 2214 -0.019 3040 3095 +0.009 1912 1430 -0.144
22 2798 2926 +0.022 4006 2072 -0.318 1382 1055 -0.134
23 2475 1685 -0.190 2134 2635 +0.105 632 765 +0.095
24 3110 2668 -0.076 3334 3437 +0.015 2296 1403 -0.241
25 1566 1278 -0.101 4282 5540 +0.128 715 1958 +0.465
26 1879 2374 +0.116 4808 5164 +0.036 1944 2961 +0.207
27 2624 1994 -0.136 4766 5948 +0.110 577 951 +0.245
28 2686 3436 +0.123 4761 5738  +0.093 1589 3283 +0.348
29 2870 2884 +0.002 4960 3552  -0.165 1873 1489 -0.114
30 1523 2662 +0.272 3166 2427 -0.132 6190 5488 -0.060
31 3316 3586 +0.039 5100 6677 +0.134 6638 7148 +0.037
32 2866 2743 -0.022 7209 5619 -0.124 3416 3385 -0.005
33 4273 3964 -0.038 6019 3719 -0.236 4572 2616 -0.272
34 4778 5074 +0.030 6240 6073 -0.014 2163 3197 +0.193
35 5665 5200 -0.043 4495 4031  -0.054 1132 1871 +0.246
36 1781 1519 -0.079 2635 4321  +0.242 2254 2584 +0.068
37 1391 1655 +0.087 2554 2800 +0.046 2084 2298 +0.049
38 1357 974 -0.164 2858 3830 +0.207 2305 2332 +0.006
39 2936 3449 +0.080 4751 4201  -0.061 2948 1757 -0.253
40 1642 2557 +0.218 3551 4839 +0.154 552 784 +0.174
41 4712 1854 -0.435 5696 5323 -0.034 2046 2062 +0.004
42 1904 2184 +0.068 6430 5374 -0.089 1226 1927 +0.222
43 1417 1655 +0.077 8406 3063 -0.466 2381 1606 -0.194
44 1695 3789 +0.382 6576 6632 +0.004 2049 655 -0.516
45 2829 2529 -0.056 6809 5167 -0.137 1618 1436 -0.060
46 2039 1852 -0.048 4457 4551  +0.010 699 1521 +0.370
47 2078 3709 +0.282 6897 6025 -0.067 1338 1668 +0.110
48 2787 3474 +0.110 2763 5084  +0.296 7166 4580 -0.220
49 2923 2419 -0.094 5555 7635 +0.158 4989 3093 -0.235
50 2340 2862 +0.100 4753 3424 -0.163 2379 3121 +0.135
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tab. C: Aktivita enzymd nNOS, eNOS a iNOS (nmoly/30 min/mg proteinl) v pravém (P) a levém (L)

rostralnim hipokampu

& [ nNOS | nNOS | nNOS | eNOS | eNOS eNOS | iNOS | iNOS | iNOS
P L L-P/L+P P L L-PIL+P P L L-PIL+P
1| 3129 | 4769 | +0208 | 4262 | 4914 | +0071 | 200 | 268 | +0.145
2 | 2200 | 1948 | -0061 | 2289 | 2742 | +0090 | 1.94 0 -1.000
3 0 0 0 455 2.43 0304 | 052 | 145 | +0.472
4 | 723 | 1834 | +0434 | 1862 | 3412 | +0.294 0 326 | +1.000
5 | 114 | 385 | +0.543 | 009 0 -1.000 | 062 0 -1.000
6 | 317 | 997 | +0518 | 6.98 1492 | +0.363 0 246 | +1.000
7 | 778 | 1111 | +0176 | 23.88 | 48.71 +0.342 | 258 | 317 | +0.103
8 | 41.08 | 7166 | +0.271 | 4468 | 6880 | +0213 | 240 | 031 | -0.771
9 [ 23188 | 8317 | -0472 | 194.98 | 64.92 -0.500 | 2455 | 375 | -0.735
10 | 15.82 | 19561 | +0.104 | 1114 | 1834 | +0.244 0 049 | +1.000
11| 825 | 13.85 | +0.253 | 56.34 | 52.86 -0.032_| 357 0 -1.000
2] 0 735 | +1.000 | 5.02 3.66 -0.157__| 1.51 018 | -0.787
13| 394 | 1252 | +0521 | 6.25 6.06 -0.015 0 0 0
14| 188 | 11.94 | +0.728 | 9.60 7.72 -0.109 0 1.85 | +1.000
15 | 2437 | 1865 | -0.133 | 3234 | 6003 | +0.300 | 102 | 255 | +0.429
16 | 61.05 | 3058 | -0.333 | 56.25 | 37.48 -0.200 0 197 | +1.000
17 | 2877 | 6871 | +0.410 | 3022 | 5640 | +0.302 | 366 | 1.05 | -0.555
18 | 1022 | 1612 | +0224 | 21.05 | 3372 | +0.231 0 225 | +1.000
19 | 2265 | 1218 | 0301 | 2529 | 18.83 -0.146 0 437 | +1.000
20 | 2240 | 1280 | 0273 | 2172 | 1394 0218 | 080 | 286 | +0.563
21| 2305 | 046 | -0961 | 7763 | 1068 -0.758 0 554 | +1.000
22 | 2783 | 10.03 | 0470 | 21.79 | 14.77 -0.192 0 120 | +1.000
23| 4115 | 590 | -0749 | 4865 | 16.00 -0.505 0 0 0
24 | 550 | 1050 | +0313 | 1475 | 2270 | +0.212 0 6.25 | +1.000
25| 0 2475 | +1.000 | 1.70 61.10 | +0.946 0 160 | +1.000
26 | 1545 | 67.20 | +0626 | 60.05 | 11890 | +0329 | 3.80 0 -1.000
27| 0 130 | +1.000 | 615 1840 | +0499 | 210 | 810 | +0.588
28 | 410 | 3120 | +0.768 | 1330 | 4565 | +0549 | 450 | 660 | +0.189
29 | 3100 | 1655 | -0304 | 3870 | 3265 -0.085 0 355 | +1.000
30 | 8745 | 5410 | -0236 | 8335 | 107.10 | +0.125 0 6.15 | +1.000
31| 2495 | 1030 | -0416 | 3315 | 3450 | +0.020 | 1.90 0 -1.000
32 | 1345 | 1640 | +0.099 | 30.75 | 11.15 0468 | 405 | 225 | -0.286
33| 1010 | 12.80 | +0.118 | 2275 9.85 0396 | 215 0 -1.000
34 | 6665 | 80.90 | +0.097 | 64.35 | 7565 | +0.081 0 3.8 +1.000
3] 0 240 | +1.000 | 3.30 3.50 +0.029 | 055 | 205 | +0.577
36 | 120 | 5285 | +0.956 | 9525 | 85.75 -0.052 | 3265 | 990 | -0.535
37 | 3180 | 3860 | +0.097 | 4495 | 56.00 | +0.109 0 065 | +1.000
38 | 2925 | 60.25 | +0.346 0.85 0 1.000 | 37.40 | 2345 | -0.229
39 | 650.20 | 238.10 | -0.464 | 560.60 | 156.80 | -0.563 0 845 | +1.000
40 | 035 0 -1.000 | 15.35 9.30 0245 | 5.30 0 -1.000
417 900 | 010 | 0978 | 1755 | 1855 | +0.028 | 975 | 115 | -0.789
42 | 3385 | 3755 | +0.052 | 27.00 | 4675 | +0268 | 11.75 | 6420 | +0.691
43| 46.90 | 61.40 | +0.134 | 4570 | 26.10 0273 | 060 | 145 | +0.415
44 | 1710 | 21.95 | +0.124 | 22.05 | 19.60 -0.059 | 445 | 1010 | +0.388
45 | 4830 | 5760 | +0.088 | 1740 | 2935 | +0256 | 375 | 695 | +0.299
46 | 1235 | 1450 | +0.080 | 3.35 575 +0264 | 0.75 0 -1.000
47 | 1445 | 1115 | 0129 | 1.90 515 +0461 | 680 | 095 | -0.755
48 | 330.30 | 34085 | +0.016 | 24520 | 29165 | +0.087 | 8.30 0 -1.000
49 | 4315 | 3140 | 0158 | 17.00 | 4220 | +0.426 | 2360 0 -1.000
50 | 1160 | 740 | -0221 | 16.05 8.35 0316 | 070 | 130 | +0.300
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