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Abstrakt

Protein Nogo-A patii k nejvyznamnéj$im regulacnim molekulam v centralni nervové
soustavé. Pomdha fidit vyvoj neuronii i1 glii, navadéni axonil 1 synaptickou plasticitu
v dospelém mozku. Ackoli je studovan prevazné jako inhibitor regenerace axont po poranéni
CNS, hraje roli v celé fad€ chorob, véetné neurodegenerativnich a neuropsychiatrickych.

Tato prace nabizi piehled dosavadnich poznatkii o funkci Nogo-A a s nim spojenych
protein, a shrnuje vysledky experimentl zaméfenych na studium chovéani v modelu
transgenniho potkana se snizenou expresi Nogo-A. K hlavnim vysledkiim patii vyznamné
zhorSeni vykonnosti v kolotoCovém bludisti, ukazujici na deficit kognitivni koordinace
a flexibility, zatimco fada dalSich kognitivnich funkci, jako je prostorova navigace
a prostorova 1 neprostorova pamet, neni snizenou expresi Nogo-A ovlivnéna. Tato zjiSténi
jsou diskutovéana v kontextu hypotézy o mozném spojeni mezi mutacemi ¢i zménami exprese
Nogo-A a lidské schizofrenie. Usuzujeme, Ze potkani se snizenou expresi Nogo-A ptedstavuji

velmi nadéjny animalni model schizofrenie, ktery si zasluhuje dalsi vyzkum.

Klicova slova
Nogo-A; kolotocové bludisté, vodni bludisté; prostorovd navigace; kognitivni

koordinace; prostorové ulohy; transgenni potkan; schizofrenie



Abstract

The Nogo-A protein belongs among the most important regulatory molecules in
the brain, regulating development of neuronal and glial cells, axon guidance and adult
synaptic plasticity. Although it has been studied mainly as an obstacle to axon regeneration
after CNS injury, it plays a role in many pathological conditions, including neurodegenerative
and neuropsychiatric diseases. This work offers a literature review of the current knowledge
about functions of Nogo-A and related proteins, and then recapitulates the results
of experiments focused on the impact on decreased expression of Nogo-A on behavior
in a transgenic rat model. The most important finding is that the Carousel Maze performance,
tapping higher cognitive functions such as cognitive coordination and cognitive flexibility,
is remarkably impaired in this model, while other cognitive functions, such as spatial
navigation and both spatial and non-spatial memory are spared in the Nogo-A deficient rats.
The results are discussed in the context of a hypothesis linking Nogo-A mutations or
abnormal expression to human schizophrenia. We conclude that the Nogo-A deficient rats

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

Keywords

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

spatial tasks, transgenic rat model; schizophrenia
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Seznam zkratek

AAPA — aktivni alotetické vyhybani se mistu (active allothetic place avoidance), loha
v koloto¢ovém bludisti

AD — Alzheimerova demence
ALS — amyotroficka lateralni skler6za

Amino-Nogo — sekvence aminokyselin na N-konci proteinu Nogo-A, nebo piislusny
peptidovy fragment

APP — prekurzorovy protein B-amyloidu (amyloid precursor protein)

ASY - alternativni oznaceni genu nogo

AP — B-amyloid (peptid)

BACE]1 — B-sekretaza (beta-amyloid converting enzyme 1)

BAFF — jiné oznaceni pro protein BLyS (B-cell activating factor)

Bcl-2 — regulacni protein s antiapoptotickou aktivitou (B-cell [ymphoma 2)

Bcl-XS — regulacni protein s antiapoptotickou aktivitou (B-cell lymphoma extra small)
BLyS — rozpustny signalni protein (B-lymphocyte stimulator), také oznacovany jako BAFF
cAMP — cyklicky adenosin monofosfat

Caspr — protein (contactin-associated protein)

CNS — centralni nervova soustava

CSPG — proteoglykany chondroitin sulfatu (chondroitin sulfate proteoglycans)

CST — kortikospinalni trakt

DMP — delayed-matching-to-place (loha ve vodnim bludisti)

EAE — experimentélni autoimunitni encefalomyelitida

EGFP — zeleny fluorescenéni protein (enhanced green fluorescent protein)

EGFR - receptor pro epidermalni ristovy faktor

eNOS — endotelova syntaza oxidu dusnatého

FGF - rtistovy faktor fibroblastl (fibroblast growth factor)

GABA — kyselina y-aminomaselna (y-aminobutyric acid)

GEF — enzymy zprosttedkujici vyménu GDP za GTP v molekule GTPazy (guanine nucleotide
exchange factors)

GPCR - receptory sptazené s G-proteiny (G-protein coupled receptors)

GPI — glykosylfosfatidylinozitol, glykolipid slouzici Casto jako kotva ptipojujici protein
k membrané (GPI-kotva)

GTP — guanosin trifosfat

HEK?293 — bunééna linie (Human Embryonic Kidney 293 cells)

IN-1 — monoklonalni protilatka proti proteinu Nogo-A

iINOS — indukovatelnd syntaza oxidu dusnatého

ITI — interval mezi prvni a druhou plavbou v Morrisoveé vodnim bludisti (inter-trial interval)

L2 — linie 2 (oznaceni linie Nogo-A deficientnich transgennich potkanti pouzité v této praci)



LARG — leukemia-associated Rho guanine exchange factor (protein patiici mezi GEF)
LGI1 —rozpustny signalni protein (leucine-rich glioma-inactivated protein 1)

LILRB2 — lidsky ortolog mysiho receptoru PirB (leukocyte immunoglobulin-like receptor
subfamily B member 2)

LIMK1 - kinaza (LIM domain kinase 1)

LINGO1 — leucine-rich repeat and Ig domain containing protein 1 — Clen receptorového
komplexu NgR1

LOTUS - lateral olfactory tract usher substance (cartilage acidic protein—IB)
LRP1 — low density lipoprotein receptor-related protein 1

LRR - leucine-rich repeat (motiv proteinové sekvence nebo protein tuto sekvenci obsahujici)
LTD — dlouhodobé deprese (long-term depression, forma neuroplasticity)

LTP — dlouhodoba potenciace (long-term potentiation, forma neuroplasticity)
MAG — myelin-associated glycoprotein (zastupce MAI)

MALI — inhibitor axonalniho rlstu spojeny s myelinem (myelin-associated inhibitor)
MCAO - okluze arteria cerebri media

MHCI — major histocompatibility complex class I

miRNA — microRNA

MK-801 — dizocilpin (antagonista NMDA receptorti a psychotomimetikum)
mRNA — messenger RNA

MWM — Morrisovo vodni bludisté (Morris water maze)

NEP1-40 — synteticky peptid blokujici vazebné misto NgR1 pro Nogo-A

NQG2 — proteoglykan chondroitin sulfatu (neuron-glial antigen 2)

NgBR —receptor pro Nogo-B

NgR — Nogo receptor (izoformy NgR1 — NgR3)

NI-250 — star$i oznaceni proteinu Nogo-A

NMDA — N-methyl D-aspartat, agonista NMDA receptorti pro glutamat
nNOS — neurondlni syntaza oxidu dusnatého

Nogo — neurite outgrowth inhibitor (zéstupce MAI)

NogoR — Nogo receptor, alternativni oznaceni pro NgR1

Nogo-66 — aminokyselinova sekvence proteinu Nogo nebo ptisluSny peptidovy fragment,
ligand NgR1 a PirB receptorti

NR1 — podjednotka NMDA glutamatového receptoru

NR2A - podjednotka NMDA glutamatového receptoru

NR2B - podjednotka NMDA glutamatového receptoru

NVHL — neonatalni 1éze ventralniho hipokampu (neonatal ventral hippocampal lesion)
OMgp — oligodendrocyte myelin glycoprotein (zastupce MAI)

p75 — protein, ¢len rodiny neurotrofinovych receptort, ¢len receptorového komplexu NgR1

pCREB - signalni protein (phosphorylated cAMP response element binding protein)
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PFC — prefrontalni kira (prefrontal cortex)

PirB — receptor pro Nogo-A a dalsi MAI u mysi (paired immunoglobulin-like receptor B),
ortolog lidského LILRB2

PNS — periferni nervova soustava

PPI — prepulsni inhibice tlekové reakce

Racl — G-protein z rodiny Rho (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)
RGM - signélni protein (repulsive guidance molecule), inhibitor axonalniho ristu
RHD - retikulonové homologni doména

Rho — rodina signalnich G-proteinti nebo néktery z jejich ¢lenti

RNA - ribonukleova kyselina

RNAIi — RNA interference

ROCK - kinaza asociovana s proteiny Rho (Rho-associated coiled-coil containing protein
kinase)

RTN — retikulon (¢len retikulonové rodiny proteinil)
RTN-XS — Nogo-B
RTNL — geny ptibuzné retikuloniim, vyskytujici se u bezobratlych (recticulon-like genes)

S1PR2 — serpentinovy receptor, jeden z receptorti pro Amino-Nogo (sphingosine 1-phosphate
receptor 2)

siRNA — short interfering RNA nebo silencing RNA

SNP — single-nucleotide polymorphism

SODI1 — superoxid dismutaza 1

TAJ/TROY — protein z nadrodiny receptorti pro TNF, ¢len receptorového komplexu NgR1
WWP1 — ubiquitinova ligaza kédovana genem WWP1
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1. PREDMLUVA

Tato disertacni prace se vénuje vysledkiim behavioralni charakterizace transgennich
potkant se snizenou expresi (knockdown) proteinu Nogo-A. Tento transgenni model byl
vytvofen v laboratofich v Némecku a Svycarsku (tymy prof. Schwaba a prof. Bartsche),
anajeho podrobnéjsim zkoumani zejména s ohledem na kognitivni funkce se v ramci
mezinarodni spoluprace podilela i Laboratof Neurofyziologie paméti, kde v letech 2010 —
2013 probéhly experimenty popsané na strankach této prace.

Genové manipulace na potkanim modelu jsou stale jeSté pomérné obtiznym tkonem,
napiiklad ve srovnani s rutinni pfipravou transgennich mysi, na druhé stran¢ je ale potkan
jako vétsi zivoCich s pestiejSim repertoarem chovani mnohem vhodnéjSim neurovédnim
modelem nez laboratorni mys. Neni viibec ndhoda, Ze jako cil jednoho z prvnich zdsaht
do genové exprese u potkana byla vybrana pravé molekula Nogo-A. V uplynulych dvou
desetiletich se totiz ukazalo, Ze tento proteinovy produkt vyznamné zasahuje do fungovani
centralni nervové soustavy obratlovcli, pomaha regulovat jeji fungovani od embryonalniho
vyvoje pies dospélost az po starnuti, a projevy zmén v jeho expresi lze pozorovat na urovni
buné€k, tkani i celého organismu. Hraje roli v cel¢ fad¢ chorobnych stavii — plivodné byl
popsan coby inhibitor regenerace po traumatickém poskozeni, nyni je vSak znama
¢i se diivodné predpoklada jeho vyznamna uloha v patologii nékterych degenerativnich
onemocnéni ¢1 dusevnich poruch neurovyvojového ptavodu.

Poznéni funkce molekuly s takto dalekosahlymi vlivy je zajisté kriticky dualezité pro
pochopeni funkce mozku a 1écbu celé fady jeho poruch, zaroven vsak jde o zalezitost velmi
nesnadnou. Ackoli molekula Nogo-A je zkoumana jiz mnoho let a vysledkem tohoto
vyzkumu je fada zajimavych poznatkli, znichz nékteré se snad jiz brzy promitnou
1 do klinické praxe, zistava zde prekvapive Siroka paleta nezodpovézenych otazek a potencial
k otevieni celych novych sméri vyzkumu.

Predkladana prace se vénuje predevsim jednomu z mnoha aspektli fungovani proteinu
Nogo-A v organismu — jeho vyznamu pro kognitivni funkce a mozné souvislosti s duSevnimi

poruchami.
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K praci jsou piilozeny tfi studie publikované v asopisech s impaktnim faktorem. Tyto
Clanky wvznikly s pfi¢inénim celé fady autor ve spolupraci tuzemskych i zahrani¢nich
laboratofi, proto povazuji za vhodné na tomto misté zrekapitulovat piispévek jednotlivych

autoru.

Petrasek, T., Prokopova, 1., Bahnik, S., Schonig, K., Berger, S., Vales, K., Tews, B., Schwab,
M. E., Bartsch, D., Stuchlik, A., 2014a. Nogo-A downregulation impairs place avoidance in
the Carousel maze but not spatial memory in the Morris water maze. Neurobiol Learn Mem.
107:42-9.

Petrasek, T., Prokopova, 1., Sladek, M., Weissova, K., Vojtechova, 1., Bahnik, S., Zemanova,
A., Schonig, K., Berger, S., Tews, B., Bartsch, D., Schwab, M. E., Sumova, A., Stuchlik, A.,
2014b. Nogo-A-deficient transgenic rats show deficits in higher cognitive functions,
decreased anxiety and altered circadian activity patterns. Front Behav Neurosci. 8:90.

Kristofikova, Z., Vrajova, M., Sirova, J., Vale§, K., Petrasek, T., Schonig, K., Tews, B.,
Schwab, M., Bartsch, D., Stuchlik, A., Ripové, D., 2013. N-methyl-D-aspartate receptor—
nitric oxide synthase pathway in the cortex of Nogo-A-deficient rats in relation to brain
laterality and schizophrenia. Front Behav Neurosci. 7:90.

TOMAS PETRASEK — design behaviordlnich experimenti (kolotocové bludisté, Morrisovo
vodni bludisté aj.) a jejich provedeni, ptiprava zvifat a mozkovych vzorkl pro biochemickou
analyzu, vyhodnoceni behavioralnich dat, hlavni podil na sepsani obou publikaci jejichz je
prvoautorem.

IvVA PROKOPOVA — prace na behavioralnich experimentech, zejm. v koloto¢ovém bludisti.

STEPAN BAHNIK — statistické zpracovani dat, autorstvi programu CM Manager pro analyzu dat
z kolotocového bludiste.

IVETA VOITECHOVA — spoluprace na behaviordlnich experimentech.

ANNA ZEMANOVA — spoluprace na behaviordlnich experimentech (zejm. Morrisovo vodni
bludisté, neofobie-anhedonie) a fotografie experimentt a pokusnych subjekti.

ALES STUCHLIK — vedouci disertacni prace, poskytl zejména odborné vedeni pii designu
experimentll, sepsadni obou zminénych studii a jejich publikaci.

MARTIN SLADEK, KAMILA WEISSOVA, ALENA SUMOVA — spolupracovnici z oddéleni
Neurohumorélnich regulaci FgU AV, provadéli testovani cirkadidnni rytmicity chovéni
u experimentalniho modelu a verifikovali snizenou expresi Nogo-A u zkoumanych zvirat
molekularnimi metodami.

KAI SCHONIG, STEFAN BERGER, BJORN TEwWS, MARTIN E. SCHWAB, DUSAN BARTSCH —
pracovnici z partnerskych zahrani¢nich pracovist v Némecku a Svycarsku, kde byl vyvinut
pouzity transgenni model.

ZDENA KRISTOFIKOVA, MONIKA VRAJOVA, JANA SiROVA, DANIELA RiPOVA — pracovnice
z Psychiatrického centra Praha, provedly neurochemickou analyzu mozku transgennich
potkant zamétenou na laterdlni zmény v expresi podjednotek NMDA receptoru a v aktivité
syntaz oxidu dusnatého.
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S tématem této disertace souvisi také prace, Lobellova a kol. (2013), ktera se vénuje

jinému (farmakologicky navozenému) modelu schizofrenie.

Lobellova, V., Entlerova, M., Svojanovska, B., Hatalova, H., Prokopova, I., Petrasek, T.,
Vales, K., Kubik, S., Fajnerova, 1., Stuchlik, A., 2013. Two learning tasks provide evidence
for disrupted behavioural flexibility in an animal model of schizophrenia-like behaviour
induced by acute MK-801: A dose—response study. Behav Brain Res, 246, 55-62.
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2. TEORETICKY UVOD DO PROBLEMATIKY
2.1. Protein Nogo

2.1.1. Objev a vyznam proteinii Nogo

Jiz fadu desetileti je znamo, ze centralni nervovy systém lidi a ostatnich savcl —
na rozdil od nékterych jinych orgéni a organovych soustav, véetné perifernich nervl —
vykazuje jen minimalni schopnost regenerace. Obzvlast¢ zavaznym problémem je
neschopnost obnovy poskozenych axonli mozku a michy (Ramon y Cajal, 1928). Prave proto
je poSkozeni zplisobené Urazy CNS nebo neurodegenerativnimi onemocnénimi zpravidla
ireverzibilni.

Tento stav pfitom neni podminén vlastnostmi samotnych nervovych bunék,
ani nedostatkem rastovych faktord, nybrz je vyvolan inhibicnimi molekulami typickymi pro
mozek a michu.

U poskozenych neuronti v CNS dochdzi k pueni novych axonli, za normélnich
podminek vSak nedojde kjejich elongaci (nonpermisivni prosttedi). V prostiedi Stépu
pochazejiciho z periferniho nervu (permisivni prostifedi) jsou ovSem 1 axony centralnich
neuronll schopny normalniho rtstu (David a Aguayo, 1981, Richardson a kol., 1980).

Nonpermisivni charakter prostiedi CNS je dan pisobenim inhibi¢nich proteind,
produkovanych ptedevsim gliemi (oligodendrocyty), které regeneraci axonu aktivné brani
a zpusobuji degradaci rustového kuzele (Schwab a Thoenen, 1985). Pokud je jejich Cinnost
potlacena, schopnost rastu nervovych vldken a funkéni obnovy poskozené tkané se vyrazné
zvySuje. To samoziejmé otevird potenciadlni cestu k regenerativni 16cbé poskozeni michy,
urazi mozku nebo nasledkt mozkové mrtvice.

Jiz v 80. letech bylo zjist€no, ze nejvyznamnéjsi skupina téchto inhibitort je
exprimovana v myelinovych pochvach oligodendrocytt (MAI, myelin-associated inhibitors).
Inhibitory byly identifikovany jako integralni membranové proteiny (Caroni a Schwab,
1988a). Jiz vtéto fazi vyzkumu byly pfipraveny monoklondlni protiladtky proti témto
molekulam, obzvlasté¢ vyznamnd byla protilatka IN-1, jejiz cil dostal provizorni oznaceni
NI-250. Caroni a Schwab (1988b) jako prvni zaznamenali, Ze blokace inhibitorG pomoci
téchto protilatek zlepSuje rlstovy potencial axonl v jinak nonpermisivnim prostfedi CNS,
Schnell a Schwab (1990) pak totéz demonstrovali také in vivo. Teprve o deset let pozdéji byla
cilovda molekula protilatky IN-1 (NI-250) identifikovana a popsana jako Nogo-A
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(Chen a kol., 2000), ¢len retikulonové (RTN) rodiny proteint (GrandPré a kol., 2000), a jeji
homolog byl popsan i u ¢lovéka (Prijnha a kol., 2000).

Protein Nogo-A se stal prvnim dobfe charakterizovanym MAI. Postupné vSak byly
objevovany i dalsi podobné molekuly. Ke ,klasickym™“ MAI se vedle Nogo-A fadi MAG
(myelin-associated glycoprotein), jenz je ovSem pfitomen i v perifernim myelinu, a OMgp
(oligodendrocyte myelin glycoprotein), charakteristicky zejména pro okoli Ranvierovych
zatez. Mezi MAI byvaji nékterymi autory fazeny i transmembranovy semaforin 4D
(Sema4D/CD100), ephrin B3, netrin-1, proteoglykany V2 a brevikan (Duffy a kol., 2012,
Lee a Zheng, 2012, Low a kol., 2008, Schwab, 2004, Yiu a He, 20006), dale sulfatid (lipidova
molekula, Winzeler a kol.,, 2011) a protein RGM (repulsive guidance molecule,
Hata a kol., 2006). Molekule Nogo-A vSak stile patii v této skupiné¢ vysadni postaveni —

Neékteré inhibitory axondlniho rlstu jsou asociovany s gliovou jizvou, formujici se
v mist¢ poranéni CNS. Patfi sem semaforin 4D nebo chondroitin sulfat proteoglykany
(CSPGs) (Bradbury a kol., 2002, Moreau-Fauvarque a kol., 2003, Niederdst a kol., 1999).
CSPGs (aggrekan, brevikan, neurokan, versikan, fosfakan a NG2) jsou slozkami
extracelularni hmoty a jsou produkovany reaktivnimi astrocyty (pfehled viz Yiu a He, 2006).

Proteiny Nogo a jejich receptory jsou v soucasné dobé predmétem rozsahlého
vyzkumu, zaméfeného na potlaceni jejich normalni funkce a obnovu regenerativnich
schopnosti CNS. Slibné vysledky pfinesla naptiklad neutralizace Nogo-A prostfednictvim
specifickych protilatek, kterd vedla k urychleni regenerace a funkéniho zotaveni CNS
u experimentalnich zvitat (Brosamle a kol. 2000, Liebscher a kol. 2005, Merkler a kol. 2001,
Schwab, 2004). Experimentalni aplikace téchto protilatek prochédzi klinickym testovanim
1 na lidskych pacientech (ve spolupraci evropské a severoamerické klinické sité, firmy

Novartis a univerzity v Curychu).

2.1.2. Izoformy proteinu Nogo, jejich struktura a funk¢éni vyznam jednotlivych domén
Proteiny Nogo patii do retikulonové (RTN) rodiny proteint, jejiz Clenové jsou
charakterizovani pfitomnosti karboxyterminélni evolu¢né konzervované sekvence 150 — 201
aminokyselin, oznaCované jako retikulonova homologni doména (RHD; RTN doména
¢i Pfam PF02453). Doména je tvofena dvéma hydrofobnimi useky oddélenymi smyckou
66 aminokyselin (Oertle a kol., 2003a), jejichz topologie 1 funkéni vyznam jsou ovSem zatim
znamy jen malo. Problematika topologického uspotfadani retikulonovych proteint je velmi

komplexni. Hydrofobni sekvence RHD jsou del§i nez obvyklé transmembranové useky
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a jejich délka postacuje ke dvéma prunikiim skrz membranu, mohou tedy v rtiznych ptipadech
bud’ prochdzet membranou skrz, anebo zaujmout vlasenkovitou konformaci, kdy jsou
do membrany zanofeny, ale oba jejich konce vystupuji na stejné strané (Yang a Strittmatter,
2007). Moznych membranovych topologii diky tomu existuje celd fada (Teng a Tang, 2008,
viz téz obr. 1), a je znamo, ze 1 molekuly téhoz proteinu mohou v zavislosti na lokalizaci
¢1 jinych faktorech zaujimat riizna usporadani. Dodd a kol. (2005) dokonce uvazuji, ze RHD
by mohla (zejména v endoplasmatickém retikulu) utvafet kandl nebo membranovy
transportér. V kazdém piipadé RHD ukotvuje protein v membrané a slouzi jako signalni
sekvence, navadéjici protein do membran endoplasmatického retikula (Yang a Strittmatter,
2007).

N-konce retikulonti jsou v protikladu k RHD velmi variabilni, vykazuji minimalni
homologii a plni zfejmé rtizné specifické funkce (Obr. 2).

Spolec¢nym rysem genové rodiny retikuloni je také ptitomnost vétsStho mnozstvi exonil
a intront, dovolujici vznik riznych genovych produktti — izoforem proteind — prostfednictvim
alternativniho sestiihu nebo pouzitim alternativnich promotord. U obratlovci obecné
rozeznavame geny RTN1 — RTN4, které jsou paralogy vzniklymi zmnoZenim ancestralniho
genu. Ve vSech pripadech koduji membranové proteiny, vyskytujici se hojné v membranach
endoplasmatického retikula. Podobné geny vSak najdeme i u bezobratlych, kde se oznacuji

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

Ohledn¢ funkéniho vyznamu této skupiny proteinti je toho znamo piekvapivé malo.
RTN4 neboli Nogo je jedinym jejich zastupcem, jehoz funkce byla detailnéji zkoumana,
a ani v tomto pripad¢ se neda tvrdit, Ze bychom rozuméli vSem jejim aspektim (Oertle a kol.,
2003a, b, Schwab, 2010). Faktem je, Ze pfinejmensim izoformy RTN1-A, RTNI-C, RTN2-A
a RTN4-A (Nogo-A) vykazuji nejvyssi expresi v nervové tkdni (Oertle a kol., 2003b,
podrobné;jsi piehled viz také Yan a kol., 2006). DiScala a kol. (2005) popsali zmény exprese
izoforem RTN3 ve vyvoji mozecku a zrani granuldrnich bunék. Laurén a kol. (2007) zjistili
u RTN2 a RTN3 vazbu na Nogo receptor, coz zejména u RTN3, ktery se hojné¢ vyskytuje
v bilé hmoté miSni, mize byt funkéné vyznamné. Je tedy mozné, ze Nogo-A neni jedinym
proteinem této skupiny, ktery je funkéné asociovany s CNS a podili se na regulaci

neuroplasticity.

17



Obr. 1 Mozné topologie Nogo proteinii na membranach

Zahrnuty jsou prokdzané nebo predpokladané topologie in vivo. Vyznafeny jsou nejvyznamnéjsi domény se
signalni funkci (Nogo-66 a Nogo-A20) a hydrofobni Gseky (zanofené v membrang).

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

SEEDENEREE RTNIA
REES RTN1B
D RTNIC Exon 2 Nogo-A20 Nogo-66
b S —
e o | N-EOEDOENEC) SIBETED - Nogo-A
I RTHN2C
N-SEDOECID c  NogoB
GIUIIEEREE RTN3A
s N-OEED-C  Nogo
e um ' h ,
-= RS Extracelularni doména RHD

Obr. 2 Doménova struktura retikulonu
Vlevo: retikulonova rodina proteind. RTN4A, B a C odpovidaji proteintim Nogo.

Vpravo: Detailni schéma primarni struktury proteinti Nogo, s vyznacenim retikulonové homologni domény (RHD),
jednotlivych exond a signalnich sekvenci. Hydrofobni tseky jsou vyznaceny tmavosedé.

Podle GrandPr¢ a kol., 2000, Yang a Strittmatter, 2007

Yang a Strittmatter (2007) rozd¢luji zjisténé nebo predpokladané funkce retikulont
na tfi voln¢ definované oblasti. Prvni z nich zahrnuje funkce asociované s endoplasmatickym
retikulem, vesikuldrnim transportem a membranovou morfologii, coz odpovida lokalizaci
téchto proteinii v endoplasmatickém retikulu. Spada sem 1 ponckud kontroverzni uloha
retikulondt v procesech apoptdzy. Druhd uloha, kterou tyto proteiny plni, je typickd pravé
pro protein Nogo, a jedna se o Ulohu inhibi¢ni signdlni molekuly typické predev§im pro
myelinové membrany oligodendrocyti. Kone¢né treti oblasti, do niz retikulony vyznamné
promlouvaji, jsou neurodegenerativni choroby. Je tfeba fici, Ze tyto tfi oblasti nemuseji

piedstavovat jasné¢ vymezené kategorie, ale mohou byt vzajemné provazany.
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Gen nogo (RTN4 ¢i téz ASY) vytvafti tii rizné proteinové produkty — izoformy Nogo
proteinu, oznacované Nogo-A (1163 aminokyselin, také oznaCovany jako RTN4-A nebo
NI-250, datab4dzové oznafeni AJ242961), Nogo-B (360 aminokyselin, RTN4-B, RTN-XS,
AJ242962) a Nogo-C (199 aminokyselin, RTN4-C, AJ242963) (Chen a kol., 2000; struktura
viz obr. 2). Zatimco Nogo-A a Nogo-B jsou produkty alternativniho sestfihu stejného
transkriptu, Nogo-C vzniké pouzitim alternativniho promotoru (Schwab, 2010).

VSechny sdileji retikulonovou homologni doménu zahrnujici 188 aminokyselin
na C-konci, s hydrofobnimi useky o délce 35 a 36 aminokyselin. Hydrofilni smycka mezi
nimi je vtomto piipadé¢ oznaCovana jako Nogo-66. Nogo-A a Nogo-B sdileji spolecnou
N-koncovou doménu o délce 172 aminokyselin, kodovanou exony 1 a 2 genu nogo. V piipadé
Nogo-A je navic zahrnuta i prolinem bohatéd sekvence 800 aminokyselin kodovana exonem 3,
oddé€lujici N-koncovou doménu od sdilené domény na C-konci. Cely N-koncovy
extracelularni fetézec izoformy Nogo-A, zahrnujici aminokyseliny 1-979, byva oznafovan
jako ,,amino-Nogo*“ (Schwab, 2010). Nogo-C je nejkratsi a nejjednodussi izoformou,
ke sdilené RTN domén¢ zde nasedd na N-konci jen nékolik méalo aminokyselin.

Vedle téchto tfi dominantnich izoforem existuje pfinejmensim sedm méné

vyznamnych splicingovych variant (Oertle a kol., 2003b).

To, co bylo feceno o moznostech riznych konformaci u retikulon obecné se tyka
i proteinit Nogo. Pokud jsou jejich izoformy Nogo-A a B lokalizovany na povrchu buiiky,
jejich C-konec je obracen do cytoplasmy, zatimco usek Nogo-66 a N-konec jsou exponovany
v mezibunééném prostoru a pristupné pro interakce s receptory jinych bunék (Dodd a kol.,
2005, Schwab, 2010; topologie ¢. 2 na obr. 1), Schmandke a kol. (2014) pfipoustéji 1 dalsi
topologii (€. 5 na obr. 1.). VSechny tii izoformy Nogo, zvlast¢ pokud jsou lokalizovéany
v membranach endo-plasmatického retikula, mohou zaujimat také konformaci s C- i N-konci
fetézce otoCenymi do cytoplasmy (Oertle a kol., 2003c, Schwab, 2010, Voeltz a kol., 2006,
Schmandke a kol., 2014); topologie €. 1, ptipadné i €. 3 na obr. 1). Jaky maji tyto topologické
zmény funkéni vyznam, neni dosud zndmo, bylo navrzeno, ze v endoplasmatickém retikulu
by mohly fidit miru zakfiveni membrany. Myslitelna je i fada dalSich moznych konformaci,

které jsou vSak spise minoritni nebo nebyly in vivo dosud prokazany.
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Smycka Nogo-66 (usek prevazné hydrofilnich aminokyselin, zahrnujici tfi
alfa-Sroubovice a nestrukturované useky mezi nimi; u potkana jde o aminokyseliny
1026 — 1091), kterd je soucasti domény RHD, byla prvnim tisekem Nogo proteint, u n¢jz byla
zjisténa signalizacni funkce. Bylo prokézano, ze tento usek slouzi jako signdl inhibujici
axonalni rist a zptisobujici kolaps ristovych kuzeli (GrandPré a kol., 2000). Piijjemcem
signalu je Nogo receptor (NgR1, NogoR ¢i tézZ Nogo-66 receptor) a dale také nové objeveny
receptor PirB (Schwab, 2010). Vyznam tohoto seku jako samostatného signalu ovSem neni
zcela jasny.

GrandPré a kol. (2000) ukézali, Zze izoforma Nogo-C, jejiz N-koncovy fetézec je
zanedbatelny (a tedy plsobi primarné pifes Nogo-66), zplusobuje kolaps rustovych kuzela
in vitro a Kim a kol. (2003a) ov¢ftili, ze dokéze tlumit axondlni rist in vivo. OvSem Oertle
a kol. (2003c) nenalezli Zadnou inhibi¢ni aktivitu Nogo-C v experimentech na bunécnych
kulturach.

Smycka Nogo-66 je dale ligandem i pro protein Caspr (contactin-associated protein),
zprostiedkujici lokalizaci draslikovych kanalti na paranodalnich tsecich axonu (Nie a kol.,
2003).

Malo prozkoumanou otdzkou je, zda inhibici axondlniho rdstu mohou
zprostiedkovavat také hydrofilni smycky RHD domény jinych retikulonti, vykazujici vysokou
sekven¢ni homologii s Nogo-66. GrandPré a kol. (2000) nenasli u téchto fragmentti zadny
efekt na ristové kuzely neurontl, Yang a Strittmatter (2007) uvadéji, Ze ani RTNI, u kterého

je prislusnd sekvence nejpodobnéjsi Nogo-66, neni ligandem NgR1. Vazba na NgR1 vsak

vvvvvv

vvvvvv

vyskytuje u vSech obratlovcli a v mnoha typech bunék. Najdeme ji i v tkanich, které
piedstavuji pro rust axonli permisivni prostiedi. Pro nonpermisivni prosttedi savci CNS jsou
tedy nejspiSe dilezitéjsi tseky exonu 3 v N-terminalni doméné Nogo-A (Oertle a kol., 2003a).

N-koncova ¢ast izoformy Nogo-A (amino-Nogo) je jejim nejdel§im a ziejmé 1 funkéné
nejvyznamnéj$im usekem. Je z nejveétsi ¢asti nestrukturovana, coz mize poukazovat na jeji
funk¢ni flexibilitu a schopnost zapojovat se do proteinovych komplexti (Yang a Strittmatter,
2007). Pomérné brzy bylo zjisténo, Ze ma podil na inhibi¢nich ucincich izoformy Nogo-A a

pusobi na morfologii cilovych bunék (Fournier a kol., 2001, Oertle a kol., 2003a, c).
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Mechanismy jejiho pasobeni vSak zatim nejsou zcela vysvétleny, a zda se, ze zahrnuji jak
vazbu na zndmé receptory NgR1 a PirB, tak i mechanismy na nich nezavislé.

Hu a kol. (2005) popsali sekvenci 24 aminokyselin na C-konci fragmentu amino-Nogo
(aminokyseliny 995-1018) oznacovanou jako Nogo-A-24, kterd se vdze na receptor NgR1
spole¢n¢ s Nogo-66, zvySuje afinitu této vazby a podporuje aktivaci receptoru. Tataz
sekvence je také ligandem pro PirB (Huebner a kol., 2011).

Usek Nogo-A20, zahrnujici aminokyseliny 544-725 (Niederost, 2002, Oertle a kol.,
2003a, 2003c¢) zajistuje na NgR1 nezavislou inhibici axonalni regenerace. Joset a kol. (2010)
ukazali, ze tento peptid je endocytovan neurony mechanismem nezavislym na NgR1, ktery je
podle vseho klicovy pro jeho inhibi¢ni pisobeni, Kempf a kol. (2014) pak v navazujici studii

zjistili, Ze tato signalizace je zavisla na receptoru S1PR2 (viz kapitola 2.1.3).

Oertle a kol., (2003c) hledali oblasti Nogo proteint ovlivitujici fibroblasty a neurony
in vitro. Ukazali, ze N-koncovd doména spolecnd Nogo A i Nogo-B inhibuje rozsifovani
fibroblastii (fibroblast spreading) v bunécné kultufe, ale na neurony pusobi jen slabé.
Nogo-66 neplsobi na fibroblasty ani na elongacni rlst axonil, zplsobuje ovSem kolaps
neuronalnich rastovych kuzeld. Nogo-A specifické useky plisobi u neuronti primarné silnou
inhibici axondlniho ristu, ale kolaps rustovych kuzeli indukuji méné ucinné. Vedle
Nogo-A20 se ukazal jako vyznamny téz usek, ktery oznacili NiR-A2 (aminokyseliny 59—-172),
inhibujici rozsifovani fibroblastl 1 axondlni rast. Pisobeni Nogo-A i fragmentu Nogo-66 se
ukazalo jako nezavislé na NgR1.

Laurén a kol. (2007) popsali sekvenci 39 aminokyselin na C-konci molekuly
oznacenou Nogo-C39 (navzdory matoucimu nazvu byl tento fragment odvozen z izoformy
Nogo-A), kterd se také vaze na receptory NgR1 i PirB a je zfejmé funkcéné relevantni

(Huebner a kol., 2011).

Zajimavé je, ze aminokyseliny v pozicich 30 — 53 (sekvence spole¢na Nogo-A
1 Nogo-B) mohou pfedstavovat nizkoafinni vazebné misto pro vapnik (Oertle a kol., 2003b).
Zda tomu tak skute¢né je a zda ma tato oblast n&jaky funkéni vyznam zatim bohuZzel neni

Znamo.
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2.1.3. Zapojeni proteinit Nogo do bunécné signalizace

Nogo receptor (NgR1 ¢i téz Nogo-66 receptor) je prvnim popsanym receptorem
schopnym vazat Nogo-A. Patii mezi proteiny s repetitivnimi useky bohatymi na leucin (LRR)
a kbunééné membrané je pfichycen GPI-kotvou. Vazebnou doménu se jiz podatilo
krystalizovat, struktura receptoru je tedy pomérné dobie znama (He a kol., 2003).

Jak jiz bylo zminéno, rozeznava piedevsim usek Nogo-66 spole¢ny vSem izoformam
Nogo, afinita vazby je ovSem zvySena N-termindlni Casti Nogo-A. Vaze ale také jiné
inhibitory  axondlniho rGstu: MAG (myelin-associated  glycoprotein) a OMgp
(oligodendrocyte myelin glycoprotein), atkoli MAG je s vys$i afinitou rozeznavan ptibuznym
receptorem NgR2. Piekvapivé véaze také dals$i potentni inhibitor axondlniho rtastu, CSPG
(proteoglykany chondroitin sulfatu, Dickendesher a kol., 2012). Tato ,,promiskuita® NgR1
je prekvapujici, protoze jim rozpoznavané molekuly nevykazuji zddnou sekven¢ni homologii.
Receptor ma tedy ziejmé vice specifickych vazebnych mist pro rizné ligandy (He a kol.,
2003). Pozoruhodnéd je vazba NgR1 na fragmenty B-amyloidu, spojené s Alzheimerovou
chorobou (Park a kol., 2006a, b). Dalsimi identifikovanymi vazebnymi partnery NgR1 jsou
FGF (fibroblast growth factor) 1 a 2 (Lee a kol.,, 2008), a rozpustné proteiny BLyS
(B-lymphocyte stimulator) a LGI1 (leucine-rich glioma-inactivated protein 1), které rovnéz
reguluji rist axont (pfehled viz Schwab, 2010). LGI1 je zajimavy tim, ze je to pfirozeny
kompetitivni antagonista NgR1, blokujici pisobeni MAI (Thomas a kol., 2010). Dalsim
antagonistou NgR1, ktery je velmi vyznamny v regulaci vyvoje ¢ichového traktu, je neddvno
popsany protein LOTUS (Sato a kol., 2011).

Funkce NgR1 je déle regulovana jeho fosforylaci extracelularni kaseinkinazou 2,
ktera inhibuje jeho vazbu na substrat a tlumi tak signalizaci (Takei, 2009).

Zajimavé je, Ze NgR1 mize byt vpodminkdch in vivo S§tépen zinkovou
metalloprotedzou. Rozpustny N-terminalni fragment vznikly timto $tépenim blokuje pfirozeny
ligand Nogo-66, aniz by se zapojoval do signalnich komplexti (Walmsley a kol., 2004).

Ptibuzné proteiny NgR2 a NgR3, navzdory svému nazvu i strukturni homologii,
nevazou Nogo-A (Akbik a kol., 2012, Zheng a kol., 2005), NgR2 vSak milize vazat inhibicné
pusobici MAG (Lauren a kol., 2007, Venkatesh a kol., 2005) a NgR3 vaze CSPG
(Dickendesher a kol., 2012), coz je rovnéz spojuje s inhibici axondlniho rtistu. NgR1 se

specificky vaze s NgR3, a toto spojeni by mohlo mit funkéni vyznam (Zhang a kol., 2011).
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NgR1 postrada transmembranovou doménu, sdim o sob& proto nemiize prenaset signal
do cytoplasmy. Svou roli tedy mize plnit jen jako soucast vétSiho komplexu koreceptori.
Mezi popsané nebo alesponi diivodné piedpokladané slozky Nogo receptorového komplexu
patii neurotrofinovy receptor p75 (Wang a kol., 2002a) a jemu piibuzny protein TAJ/TROY
(Park a kol., 2005). S NgR1 asociuje a na jeho funkci se podili také LINGOI1, pattici rovnéz
mezi LRR proteiny. Pfedpoklada se téz role receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGFR).

Na dalS§im pfenosu signalu se podili GEF Kalirin9 (Harrington a kol., 2008), ktery
vyménou GDP za GTP aktivuje malou GTP4azu Rho-A, jez potom aktivuje kindzu ROCK.
Posledné jmenovana pak pusobi na aktinomyosinova vlakna, ¢imz piimo vyvola kolaps
rustového kuzele neuronu (piehled viz Schwab, 2010, Yang a Stritmatter, 2007). DalSimi
efektorovymi proteiny jsou kindza LIMK1 a G-protein Racl (Akbik a kol., 2012). Signalizace
pfes NgR1 zahrnuje také zmény hladiny intracelularniho vapniku (Bandtlow a kol., 1993)
a aktivity proteinkindzy B (Wang a kol., 2011a). Celkovym diasledkem signalizace pies
Nogo-A-NgR1 je modulace dynamiky exoskeletu (zprostfedkovand proteiny Rho a Rac)
a s tim souvisejici kolaps rastovych kuzelli nebo reorganizace dendritického vétveni a trni

a dal$i zmény neuronalni morfologie (Zagrebelsky a kol., 2010).

V roce 2008 popsali Atwal a kol. druhy receptor rozeznavajici doménu Nogo-66.
Je jim protein oznacovany u Clovéka LILRB2 (leukocyte immunoglobulin-like receptor B2),
jehoz myS$im ortologem je PirB (paired immunoglobulin-like receptor B). Signalizace pies
PirB zahrnuje, podobné jako v pfipadé NgR1, GTPazy Rho a kindzu ROCK (Wang a kol.,
2012).

Stejné jako NgR1, i on rozeznava téz dalsi MAI, konkrétné MAG a OMgp, tiebaze
pivodné byl popsan jako receptor pro MHCI (major histocompatibility complex I).
Predstavuje tak zajimavy a neCekany prinik mezi receptory pro MAI a pro molekuly spojené
spiSe s imunitnim systémem. Je ovSem pravdou, ze také NgR1 byl jiz nalezen u bunck
imunitniho systému (piehled viz Borrie a kol., 2012).

Podle vysledkti Atwal a kol. (2008) je aktivace PirB potentnéj$im inhibi¢nim signalem
pro axony nez signalizace pfes NgR1, v organismu ale oba receptory plisobi spole¢né a jsou
navzajem zastupitelné. Kombinovana blokdda nebo genetickd delece obou proto zvysi
regeneracni schopnost axontl vice nez odstranéni jen jednoho z nich. V téze studii byly ovSem
nalezeny 1 dikazy svédéici pro existenci dalSich receptori rozpoznavajicich doménu
Nogo-66, protoze i po soucasném odstranéni PirB a NgR1 jevi fragment Nogo-66 urcitou

zbytkovou inhibi¢ni aktivitu vici rostoucim axontim in vitro.
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Vyznam PirB v podminkach in vivo je ovSem ponékud kontroverzni a patrné je
omezen jen na specifické oblasti. Huebner a kol. (2011) ukézali, ze ackoli se tento receptor
vaze na riizné ¢asti molekuly Nogo-A s vysokou afinitou, jeho funkéni vyznam je v ptipadé
studovanych kortikalnich neuronti zcela zanedbatelny, patrné proto, Ze je v nich exprimovan
v minimalnim mnozstvi. Akbik a kol. (2012) podavaji ptehled studii ukazujicich, ze v mnoha
relevantnich strukturach CNS je tento receptor velmi vzacny, a v kortikospinalnim traktu se
nenalézd vilbec. Zablokovani signalizace in vivo sice vede ke zvySeni plasticity v kufe,

na regeneraci po poranéni michy ovSem vliv nema.
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Obr. 3 Receptory pro Nogo-A, jejich vazebna mista a signalni kaskady
Podle Schwab, 2010, figl, Schwab a Strittmatter, 2014, Yang a Strittmatter 2007
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Receptory pro amino-Nogo segment, specifickou ¢ast proteinu Nogo-A, zlstavaji prozatim
malo znamé, tiebaze funkéni vyznam této oblasti byl opakované prokazan (viz kapitola
2.1.2)). Kpivodnim kandidatim patfily GPR50, ,sirot¢i“ receptor ze skupiny GPCR
(Grunewald a kol., 2009), olfaktomedin, LRP1 a integriny (pfehled viz Schwab a Strittmatter,
2014). Inhibi¢ni funkce amino-Nogo je spojena s narusenim integrinové signalizace a inhibici
bunécéné adheze, pticemz je ovlivnéna charakterem mezibunééné hmoty (Hu a Stritmatter,
2008). Neni dosud ale jasné, zda jde o pfimou vazbu na integriny, nebo zda je
zprostfedkovana komplexem dalsich proteint (Hu a Strittmatter, 2008).

Nové bylo zjisténo, ze jeden ze signalnich usekd amino-Nogo, peptid Nogo-A20,
je ligandem receptoru pro sfingosin-1-fosfat, patficiho mezi GPCR (Kempf a kol., 2014).
Jedna se o receptor S1PR2 (sphingosine I-phosphate receptor 2), ktery méa pro Nogo-A20
specifické vazebné misto, odlisSné od vazebné kapsy pro sfingosin-1-fosfat. Signal je dale
pfedavan na G-protein Gjs, protein LARG a GTPazu Rho-A, kterda je aktivovana také
receptory NgR1 a PirB, a predstavuje tak spole¢ny prvek, kde se sbihd signalizace pies
vSechny znamé receptory pro Nogo-A.

Vazba Nogo-A20 na S1PR2 vede k jeho endocytoze. Jiz starSi prace (Joset a kol.,
2010) ukazaly, ze Nogo-A20 je endocytovan axony mechanismem nezavislym na NgR1.
Ve fyziologickych podminkach je patrné takto endocytovan cely protein Nogo-A, nebo jeho
proteazou odstépeny amino-Nogo fetézec. Endozomy obsahujici Nogo-A20 (,,signalozémy*)
mohou byt retrogradné transportovany do somatu, a predstavuji signal, jimz Nogo-A20
zprostiedkuje kolaps rtstového kuzele neuronu. Signalizace zahrnuje aktivaci GTPazy Rho
azvyseni hladiny pCREB (Joset a kol., 2010). Dusledkem signalizace je destabilizace
neuronalniho cytoskeletu (Niederost a kol., 2002).

Odlisné useky Nogo-A tedy plisobi odliSnymi mechanismy (pfehled viz Pernet
a Schwab, 2012).

Taketomi a kol. (2002) poukdzali na moznost asociace ¢i vazby mezi Nogo-A
a cytoskeletarnim tubulinem v axonech, ktera by mohla funk¢né souviset s dozravanim
myelinu. Quin a kol. (2008) popsali interakci mezi Nogo-A a E3 ubiquitinovou ligdzou
WWPI1. Tato interakce podle nich miZze regulovat miru ubiquitinylace Nogo-A a tim i jeho

mnozstvi.
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Pozoruhodna je i schopnost Nogo-A interagovat a vytvaret heterotypické komplexy
s jinymi Nogo izoformami — v tomto piipad¢ patrné nejde o obyCejnou agregaci, protoze
molekuly Nogo-A se na sebe vzdjemné nevazou (Dodd a kol., 2005). Byla popsana také vazba
na RTN3 v endoplasmatickém retikulu pfes hydrofobni sekvence RHD, s moznym vyznamem
v regulaci apoptézy (Qi a kol., 2003).

Nekteti autoti nevylucuji ani moznost, Ze proteiny Nogo by mohly samy fungovat jako

receptory (Huber a kol., 2002). Do dnesniho dne ale takovy mechanismus popsan nebyl.

Specificky receptor byl jiz objeven pro izoformu Nogo-B. Je oznacovan jako NgBR
(Miao a kol., 2009, Schwab, 2010) a zprostfedkuje remodelaci a morfogenezi cév. Jeho
ligandem jsou aminokyseliny 1 — 200 extracelularné exponované N-terminalni ¢asti Nogo-B
(Acevedo a kol., 2004). NgBR hraje roli v bunéném transportu cholesterolu (Harrison a kol.,

2009)

2.1.4. Vyskyt a lokalizace izoforem proteinii Nogo

Vyskyt Nogo-A je typicky zejména pro bilou hmotu CNS, hlavné pro myelinové
pochvy oligodendrocytii, kde je lokalizovan ptfedevsim na vnitinich (adaxonélnich) a vnéjsich
(abaxonalnich) membranach, vyskytuje se ovSem i v télech a vybézcich (GrandPré a kol.,
2000, Huber a kol., 2002, Chen a kol., 2000, Wang a kol., 2002b). Tento protein je vSak
pritomen i v nékterych neuronech, zejména v CNS (GrandPré a kol., 2000, Huber a kol.,
2002, Hunt a kol., 2003, Chen a kol., 2000, Josephson a kol., 2001). Jednd se o buiky
¢ichového bulbu (Richard a kol., 2005), hipokampalni pyramidové buiniky a interneurony
(Huber a kol., 2002, Meier a kol., 2003, Mingorance a kol., 2004, Wang a kol., 2002b),
nekteré neurony kortexu, Purkynovy buiiky, spindlni motoneurony a bunky zadnich kotena
miSnich (Dodd a kol., 2005, Hunt a kol., 2003). Vyskytuje se téZ na presynaptickych
elementech nervosvalovych plotének (Dodd a kol., 2005). Pfechodné se mulize objevit také
v reaktivnich astrocytech po mozkové 1ézi (Mingorance a kol., 2004). Mimo CNS se objevuje
v srdci a varlatech (Huber a kol., 2002, Chen a kol., 2000) a vyvijejicich se, ne vSak
dospélych svalech (Josephson a kol., 2001, O’Neill a kol., 2004).

Nogo-B se sice vyskytuje v CNS, ovsem méné hojné nez Nogo-A. Je detekovatelny
v hipokampalnich neuronech (Meier a kol., 2003). Je pfitomen i v PNS a mnoha perifernich
tkanich, ne ovSem v kosternich svalech (Huber a kol., 2002, Oertle a kol., 2003b). Dtlezita je
jeho role v cévach, kde se za normélnich okolnosti naléza v buiikach endotelu a hladkého

svalu.
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Nogo-C je v mozku relativné vzacny, v myelinu chybi (Huber a kol., 2002). V jisté
mife je vSak zastoupen v nékterych neuronech CNS, napt. Purkynovych bunkach mozecku
(Dodd a kol., 2005). Je velmi typicky pro kosterni svaly, kde v pribéhu jejich dozravani
nahrazuje Nogo-A. Mén¢ hojny je ve svalu srde¢nim, vyskytuje se ale i v dalSich perifernich
tkanich (Huber a kol., 2002, Chen a kol., 2000).

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

ve Schwannovych buiikach perifernich nervi, astrocytech ani ependymocytech.

Velmi dulezita je nejenom lokalizace proteinu na urovni tkdni a bunécnych typu,
ale také v radmci jednotlivych bunék.

Vsechny izoformy proteinu Nogo se v bunkach, které je exprimuji, nachéazeji
ve velkém mnozstvi intracelularng, v endoplasmatickém retikulu a Golgiho komplexu (Dodd
a kol., 2005, GrandPr¢ a kol., 2000, Chen a kol., 2000, Oertle a kol., 2003c). Nogo proteiny
jsou zde navic dosti specifické pro periferni retikularni endoplasmatické retikulum,
v jaderném obalu potom zcela chybéji (Voeltz a kol.,, 2006). Z hlediska mezibunécné
signalizace ale hraje roli pfedevsim jejich vyskyt na povrchu bun¢k. I tam je jejich umisténi
pfisn¢ regulovéno. Je znamo, ze se vyskytuji v ostrivkovitych shlucich a jsou véazany

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

Dulezitym aspektem funkce Nogo proteintl a jejich receptort je jejich exprese v reakci
na poranéni a jind poskozeni CNS. Stars$i prace v téchto pfipadech vétSinou nezaznamenavaly
zadné vyrazné zmény. Huber a kol. (2002) tak nenalezli zvySenou expresi Nogo-A
ani Nogo-B v misté poranéni ani v gliové jizv€. Josephson a kol. (2001) popsali dokonce
pokles Nogo-A v misté traumatické 1éze, bez zvySené exprese v jejim okoli. Dalsi studie
ovSem zaznamenaly zvySenou expresi Nogo proteint v okoli 1éze michy (Hunt a kol., 2003,
Wang a kol., 2002b) nebo po poranéni mozku (Meier a kol., 2003), a to jak v neuronech, tak
1 gliich (Mingorance a kol., 2004). ZvySeni exprese Nogo-A se také objevuje v reakci
na ischémii (Cheatwood a kol., 2008, Jiang a kol., 2009, Wang a kol., 2007, Wang a kol.,
2010a). Toto zvySeni exprese by podle nékterych autorti mohlo mit neuroprotektivni vliv.

Exprese Nogo-A je regulovana také vazbou na NgR1 — nemoznost vazby na receptor

vede k poklesu exprese Nogo-A (Peng a kol., 2011).
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Receptor NgR1 je v mozku pfitomen vyhradné v neuronech, a to prakticky ve vSech
oblastech (Fournier a kol., 2001, Wang a kol., 2002b). Totéz plati i o ostatnich izoforméch
NgR, pficemz NgR1 a 2 jsou charakteristické pro axony a jejich ristové kuzely. NgR ale
najdeme i v buiikdch imunitniho systému (Borrie a kol., 2012).

V ramci buiikky nalezneme NgR1 na axondlnich a postsynaptickych membréanach,
coz dobfe odpovidéa jeho funkci v regulaci axondlniho rlstu a plasticity. V membranach je
soustfedén v membranovych raftech a miize dokonce oligomerizovat (Fournier a kol., 2002).

U mysi se objevuje teprve postnatalné, ve véku 15 dnti (ptehled viz Akbik a kol., 2012).

Dalsi zreceptori pro Nogo-A, PirB, je vmozku pfitomen ve vétSin¢ oblasti
a je exprimovan hlavné neurony. Syken a kol. (2006) nasli u laboratorni myS$i vyznamné
mnozstvi tohoto receptoru v kortexu, hipokampu, mozecku a ¢ichovych bulbech, s lokalizaci
pfedev§$im v mistech synaptickych kontakti. Naopak Omoto a kol. (2010) uvadéji,
ze v dospélé CNS (umysi stejné linie) je exprese PirB obecn¢ dosti nizkd. Nalezli jej
v motorickych neuronech nucleus ruber a nékterych motoneuronech v kortexu, v mise ovSem
detekovatelny nebyl. Zhou a kol. (2010) nalezli v miSe dosp€lych potkant PirB jen v malém

mnozstvi, ovSem zaznamenali vyrazné zvyseni jeho exprese v reakci na poranéni.

2.1.5. Fylogeneze proteint retikulonové rodiny

Geny retikulonové rodiny (zahrnujici vysoce konzervativni RTN doménu) jsou
evolucné staré, objevuji se ve vSech kmenech eukaryot. Lze ptedpokladat, ze jejich ptivod je
spjat s evoluci endoplasmatického retikula, cemuz nasvédc€uje i jejich absence u prokaryot
(Oertle a Schwab, 2003, Yang a Stritmatter, 2007). V nékterych ptipadech doslo k jejich
zmnozeni, u obratlovci se tak jiz vyskytuji ¢tyfi odlisné geny (paralogy) této rodiny,
u kostnatych ryb je jich dokonce jesté vice (Yan a kol., 2006).

Silna inhibice axondlni regenerace v CNS (u savci zprostiedkovand mj. i Nogo-A) je
mezi obratlovei netypickd a objevuje se az u ,,vysSich® obratlovcd. U ryb, ocasatych
obojzivelniku a larvalnich stadii zab spatfujeme rozsahlou schopnost regenerace v CNS, ktera
u dospélych zab, plazii, ptaki a savcl nemd obdoby (napt. plnd obnova funkce po pretéti
optického nervu ¢i patefni michy, regenerace casti mozku). Regenerace je pfitomna
i u vyssich obratlovct béhem embryonélniho vyvoje, u va¢natcti dokonce i po porodu, pozdéji
vSak mizi (Ferretti a kol., 2003). To potvrzuje predstavu, Ze prostifedi permisivni pro axondlni
rust je pivodnim stavem, a teprve druhotné se preménuje (v prubchu fylogeneze

1 ontogeneze) na nonpermisivni.
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Gen RTN4 je sice spole¢ny vSem obratlovciim, neplati to uz ale pro jednotlivé jeho
izoformy nebo konkrétni domény. RTN4-A napftiklad u ryb zcela chybi (Yang a Stritmatter,
2007), a ostatni jeho produkty se viibec nepodobaji Nogo proteinim vysSich obratlovct,
snimiz sdileji jen konzervovanou retikulonovou doménu (Diekmann a kol.,, 2005,
Schweigreiter, 2008). Je zajimavé, ze receptory pro Nogo proteiny a jiné MAI se u ryb
vyskytuji, jejich funkéni vyznam a pfirozeny ligand je vSak evidentné odliSny nez u savcu
(Klinger a kol., 2004a). Experimentaln¢ bylo ovéteno, Ze ackoli rybi axony za normalnich
okolnosti regeneruji, pii pokusech in vitro jsou odpuzovany savéimi oligodendrocyty,
coz poukazuje na to, ze schopnost reakce na signaly MAI zprostfedkované t€mito receptory je
zde jiz latentné€ pfitomna (Bastmeyer a kol., 1991, Klinger a kol., 2004a).

Bezocasi obojzivelnici jsou prvni skupinou, kde nalézdme exony 1, 2 a 3 genu nogo,
atedy iizoformy Nogo-A a B. Vsouladu stim jsou dospé€lci zab nejprimitivnéjSimi
obratlovci, u nichz je CNS pro rostouci axony nonpermisivnim prostiedim (Klinger a kol.,
2004b). Oertle a kol. (2003a) piedpokladaji, ze exon 3, obsahujici oblasti se silnou inhibi¢ni
aktivitou, se ve fylogenezi objevil pfed zhruba 350 miliony let v souvislosti s evolu¢nimi
zménami pii vystupu obratlovell na sous (Oertle a kol., 2003a, b).

Je velmi pravdépodobné, Ze drastické omezeni plasticity dospélé CNS v evoluci
obratlovct nebylo samoucelné, ale ze bylo né¢jakym zpilisobem svazano s funkénim rozvojem
mozku. Pfitomnost inhibi¢nich proteini vazanych na myelin ma tedy ziejmé kliCovy,
byt zatim pln€ nedocenény vyznam ve vyvoji a funkci nervové soustavy vyssich obratlovct.
Tato skute¢nost musi byt samoziejmé brana v uvahu pii vyuziti blokady Nogo-A
k terapeutickym uceliim, poptipadé studiu neurovyvojovych poruch spojenych s mutacemi

Nogo-A.
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2.2. Funkce proteinu Nogo-A

2.2.1. Nogo-A jako inhibitor axonalniho ristu a regenerace

Nogo-A funguje jako inhibitor regenerativniho ristu axonli a strukturni plasticity
v poskozené zralé CNS (Schwab, 2004, Yiu a He, 2006). Interakci se specifickymi receptory
na membran¢ axoni, prostfednictvim signalizace pfes GTPazu Rho a kinazu ROCK, iniciuje
kaskadu vedouci k inhibici axondlni regenerace (GrandPré a kol., 2000, Chen a kol., 2000,
Prinjha a kol., 2000).

Interakce mezi NgR1 a jeho ligandy, zejména Nogo-66, zpusobuje piedev§im akutni
kolaps ristovych kuzelti (Chivatakarn a kol., 2007, Kim a kol., 2004), chronickou inhibici
axonalniho rlstu v pfitomnosti MAI ovSem ziejm¢ zprostiedkovavaji jiné receptory
(Chivatakarn a kol., 2007, Zheng a kol., 2005), vazici amino-Nogo a zprostfedkujici jeho
endocytozu a transport do somatu (Joset a kol., 2010, ptehled viz Pernet a Schwab, 2012).
[ vmodelu sdeleci receptoru NgR1 zistdva zachovana inhibice axonalniho ristu
zprostiedkovand amino-Nogo (Kim a kol., 2004). Zodpovédny je pravdépodobné novée
identifikovany receptor SIPR2 (Kempf a kol., 2014), ktery se svymi vlastnostmi shoduje

s o¢ekavanym receptorem pro amino-Nogo, ackoli nemusi byt jedinym svého druhu.

Co se akutnich inaktivaci signalizace zprostiedkované Nogo-A tyCe, byly ovéfeny
ruzné experimentdlni pfistupy. Historické prvenstvi ma blokdda Nogo-A specifickymi
protilatkami. Obzvlasté Siroce byla pouzivana protilatka IN-1, objevena pomérné dlouho pred
tim, nez byla popsdna a pojmenovana molekula Nogo-A, a dnes je o ni zndmo, Ze jejim
epitopem je doména amino-Nogo (Caroni a Schwab, 1988b, Bregman a kol., 1995, Brosamle
a kol., 2000, Fiedler a kol., 2002, Chen a kol., 2000, Schnell a Schwab, 1990). Kromé¢ pasivni
imunizace podanim cizorod¢é protilatky byly ziskany zajimavé vysledky i s aktivni imunizaci
zvitat aplikaci Nogo-A nebo peptidy z né¢j odvozenymi (Hauben a kol., 2001, Huang a kol.,
1999, Merkler a kol., 2003).

Dalsi osvéd¢enou metodou je pouziti syntetického peptidu NEP1-40 odvozeného
z proteinu Nogo, blokujiciho receptor NgR1 obsazenim specifického vazebného mista pro
ligand Nogo-66 (GrandPré a kol., 2002). Peptid je ucinny i pfi systémovém (subkutannim)
podani (Li a Strittmatter, 2003). Fournier a kol. (2002) vyvinuli rozpustny fragment NgR1
zbaveny signdlni domény (oznacovany jako decoy receptor), ktery obsazuje vazebnd mista

pro bunécny NgR1 (na vSech jeho ligandech) a brani tak jeho aktivaci. Analogicky funguji
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také fizni proteiny odvozené zNgR1 (Li a kol., 2004). U¢inny je také antagonismus
koreceptoru LINGO-1 (Ji a kol., 2006).

Jako efektivni pfistup se ukazuje 1 blokadda clenli signalnich kaskad napojenych
na NgR1, naptiklad potlacenim funkce GTPazy Rho prostiednictvim klostridiové
C3 transferazy (Lehmann a kol., 1999) a jejich derivati (Lord-Fontaine a kol., 2008),
nebo inhibici kindzy ROCK pomoci specifického blokatoru Y-27632 (Fournier a kol., 2003).

Navazani protilatky na Nogo-A, kromé toho, Ze muze fyzicky blokovat misto
rozpoznavané receptory, vede také k internalizaci a sniZeni exprese molekuly Nogo-A
(Weinmann a kol., 1998). Exprese Nogo-A je ovSem snizena i po podani peptidu NEP1-40,
blokujiciho NgR1 (Wang a kol., 2007), nebo obecné¢ kdykoli je zamezeno jeho vazbé
na NgR1 (Peng a kol., 2011).

Tyto postupy, vyvinuté obvykle in vitro na bunéénych kulturach, byly aplikovany také
in vivo. Obzvlasté¢ pozoruhodné jsou vysledky ziskané u zvifat slézemi pateini michy,
kde v fad¢ piipadt doSlo nejen ke zlepSeni regenerace axont, ale také k zadsadni obnové
hybnosti (Bregman a kol., 1995, Brosamle a kol., 2000, Fournier a kol., 2003, Li a kol., 2004,
Liebscher a kol., 2005, Merkler a kol., 2001, Schnell a Schwab, 1990, Thallmair a kol., 1998).
Tyto vysledky byly ovéfeny i u primatd (Beaud a kol.,, 2008, Fouad a kol., 2004,
Freund akol.,, 2006, 2009). Povzbudivé pusobi také fakt, ze zvySeni regenerativnich
schopnosti neni provdzeno zndmkami nezadoucich neurologickych stavi, jako je spasticita
nebo patologicka bolest (Freund a kol., 2006, Liebscher a kol., 2005, Lord-Fontaine a kol.,
2008). Je vSak nutné zminit také existenci studii, které vliv blokddy nezaznamenaly
(Steward a kol., 2008).

Aplikace protilatek vede k funkéni obnové i v modelech mozkové mrtvice (Gilliani
a kol., 2010, Papadopoulos a kol., 2002, Seymour a kol., 2005, Tsai a kol., 2011, Wiessner
a kol., 2003), a zlepSuje také dortistani axonli po poskozeni hipokampu kainatovou lézi

(Mingorance a kol., 2004).

Neni tedy divu, ze blokéda inhibice zprostfedkované Nogo-A se stala také predmétem
klinickych studii na lidskych pacientech s poranénim michy. V roce 2006 byla zahajena prvni
faze  klinického  testovani  protilatky  proti  Nogo-A  (ATI-355;  Novartis.
ClincalTrials.gov:NCT00406016), dokoncend vroce 2011. Protilitka byla podavana
kontinudlni intrathekalni infuzi pacientlim s uplnou ¢i netiplnou misni 1ézi, a prozatim se zda,

7ze je bezpetna a organismem dobie tolerovand (Hawryluk a kol., 2008,
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Zorner a Schwab, 2010, Schmandke a kol., 2014). Dalsi skupinou latek s terapeutickym
potencialem jsou inhibitory GTPazy Rho. Experimentalné je pouzivana C3 transferaza, toxin
bakterie Clostridium botulinum. Pro zlepSeni priniku do bunky je pouzivana jeji
rekombinantni verze doplnéné o signalni sekvenci. Flzni protein je oznacovan jako BA-210,
a stal se zékladem ptipravku Cethrin (BioAxone Biosciences), ktery jiz prosel prvni a druhou
fazi klinickych testii. Aplikuje se na povrch tvrdé pleny misni béhem chirurgického zékroku,
aktivni slozka se pomalu uvoliuje a difunduje na misto 1éze, coz by mélo odstranit problémy
spojené s intrathekdlnim podavanim. Podle piedbéznych vysledkli se jevi jako bezpecny
a skute¢né vede ke zlepSeni hybnosti pacientti (Fehlings a kol., 2011, Hawryluk a kol., 2008,
McKerracher a Anderson, 2013).

Systém inhibitori axondlniho rastu a jejich receptori je mimofadné komplikovany.
Kvantitativni a kvalitativni vliv jednotlivych molekul na konecny vysledek, tj. inhibici
axonalniho riistu a regenerace, vychazi velmi odlisné¢ mezi jednotlivymi studiemi. Zatimco
akutni inaktivace jednotlivych receptori nebo nékterych jejich liganda (zejména Nogo-A)
vedou zpravidla (ne vSak vzdy) k pomérné spolehlivé obnové axondlni regenerace,
u transgennich modell jsou vysledky velmi $patné reprodukovatelné, a to zejména in vivo
(viz nasledujici kapitola).

Zda se, ze spiSe nez metodicka selhani je pfi¢inou pravé slozitost zkoumaného
problému, protoze provazany systém receptori a ligandi mize na zdanlivé stejny zasah
reagovat za ruznych okolnosti odlisné, zejména v zavislosti na pouzitém zvifecim modelu
nebo typu zkoumanych neurond (viz nize).

Inhibice axondlniho rastu pfitom neni zdaleka tim jedinym, co je tieba brat v tvahu.
Do hry dale vstupuje také vlastni riistovy potencial neurontl, ktery je nékdy zcela opomijeny,
ve skutecnosti vSak zasadni (Park a kol., 2008). Pfi poranéni je vyznamna i neuroprotekce —
v nékterych piipadech zasahy majici za cil zvySeni regenerativnich schopnosti zaroven

zvysuji nachylnost neuronti k apoptoze ¢i nekroze (viz kapitola 2.2.4.1 a 2.2.4.2).

2.2.1.1. Delece genu N0go a axonalni regenerace

Klasickym pfistupem pro studium funkce genli a jejich produktl je v moderni
biomediciné vyuziti geneticky modifikovanych zvifat, a to zejména takovych, u nichz je
studovany gen bud’ zcela odstranén, nebo trvale inaktivovan. Neni tedy divu, ze transgenni

modely byly pouzity také pfi studiu proteinit Nogo a jejich receptort.
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V tomto piipadé se vSak ukdzala nc¢kterd omezeni tohoto pfistupu. Zatimco akutni
inhibice signdlni drahy spojené s Nogo piinasi relativné dobfe reprodukovatelné vysledky,
genetické delece vedly knesouhlasnym zavérim, kdy i velmi podobnd manipulace
na podobném animdlnim modelu vedla k diametraln¢ odliSnému fenotypu, co se axonalni

regenerace tyce (prehled viz Lee a Zheng, 2012, Zheng a kol., 2006).

V roce 2003 vysly v ¢asopise Neuron tfi studie riiznych védeckych tymi, popisujici
myS$i modely s vyfazenim (knockout) Nogo-A a vénujici se piedevSim vlivu na regeneraci
motorickych axonll v mise. Simonen a kol. (2003) ze Svycarského Curychu popsali mysi se
selektivnim vyfazenim Nogo-A. Tyto mysi vykazovaly snizené inhibi¢ni ptisobeni myelinu
na axony in vitro, a odpovidajici zlepSeni regenerace kortikospinalnich axonil in vivo, které se
ale signifikantné nepromitlo do zlepSeni motoriky.

Kim a kol. (2003b), ptisobici na Yaleové université v USA, vytvorili dvojity knockout,
s deleci izoforem Nogo-A i Nogo-B (didle oznafen jako alela TRAP). Inhibi¢ni ucinky
myelinu in vitro byly vyrazné¢ snizeny, tomu odpovidala rozsdhld regenerace
kortikospindlnich axonil in vivo a vyrazné funkcni zlepSeni po poranéni michy. Velmi slaba
reziduélni inhibice byla odstranéna blokddou MAG.

S predeslymi dvéma publikacemi je vSak v ostrém rozporu prace dalSiho amerického
tymu, Zheng a kol. (2003). Zde byly pouzity mysi s knockoutem dvou (A a B, dale oznaceno
jako alela ATG) 1 vSech tfi Nogo izoforem. /n vitro experimenty ukdzaly, Ze myelin
knockoutovanych zvifat si uchovava inhibic¢ni vlastnosti, i kdyz slab$i nez normalni myelin.
Regenerace axonl in vivo i zlepSeni motorickych funkci po zranéni michy vSak nebyly

odlisné od kontrol.

Zjevny rozpor mezi témito pracemi lze vysvétlit rizné, byt uspokojivé feSeni této
otazky nebylo nalezeno dodnes. Pficinou mohou byt rozdily v kritériich axonalni regenerace —
ve skuteCnosti jde o rizné procesy, napt. puceni kolateral nepoSkozenych axont nad i1 pod
mistem léze, puceni poSkozenych axonl nezasahujici pod 1ézovanou oblast, nebo skutecné
regenerativni proriistani pretatych axont pod misto poskozeni (Woolf, 2003). Pro skute¢nou
obnovu funkce je nutné také vytvoreni funkénich synapsi, které je studovano malokdy. Roli
mohou hrét 1 artefakty zobrazovacich metod (Steward a kol., 2007) a vék pokusnych zvitat

(Cafferty a kol., 2007).
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Cafferty a kol. (2007) dale nezavisle porovnavali v ramci jednoho experimentu
Nogo-A a B mutanty s alelami TRAP a ATG, a jejich kiizence. Zjistili, Ze homozygoti
nesouci alelu TRAP maji zvySenou axondlni regeneraci, zatimco genotyp TRAP/ATG
1 ATG/ATG nebyl vtomto ohledu odlisSny od kontroly. Poukédzali také na to,
ze 1 u regenerujicich mutantnich linii je penetrance fenotypu neuplna — regeneruje jen Cast
vlaken, a to jesté ne u vSech jedincii, coz ukazuje na komplexnost zkoumané problematiky.

K dalsim faktoriim urcujicim, zda se regenerativni fenotyp objevi nebo ne, patii typ
poranéni michy (Cafferty a Strittmatter, 2006), patrné¢ kvili rGznému rozsahu astrogliové
jizvy exprimujici CSPG a riznému charakteru odliSnych nervovych drah.

Prace Dimou a kol. (2006) z pera Svycarského tymu odhalila dal§i mozné ptiCiny
nesouhlasnych vysledkt: Transgenni linie vychdzely zchimérickych zakladatelq,
a co do genového pozadi se jednalo o nedefinované hybridy dvou kmenl s vysokou
individudlni variabilitou. Pfitom mezi mySimi kmeny existuji pfirozené a velmi vyrazné
rozdily v expresi Nogo-A a B, spontannim regenera¢nim potencidlu neuronil, vzniku zanétt
po poranéni CNS 1 tendenci k tvorbé gliové jizvy s CSPG. Vliv genového pozadi na projev
experimentalnich manipulaci je proto dramaticky.

Dalsi revizi ptvodniho problému provedli Lee a kol. (2009) ze Zhengova tymu.
Porovnali mutanty s alelou TRAP (Kim a kol., 2003b) a zcela nového trojit¢tho mutanta
s deleci vSech tii izoforem Nogo. V rozporu s vySe uvedenymi pracemi nenalezli u zvitrat
s alelou TRAP Zadné znamky regenerace kortikospindlniho traktu, ani zlepSeni motoriky
po zranéni michy. TotéZ pozorovali i u zvifat zcela bez Nogo proteinu. Rozpor s pracemi
blokujicimi Nogo pomoci protilatek, kde byl proregenerativni efekt zpravidla silny, vysvétluji
bud’ jejich akutnosti, anebo imunitnimi mechanismy, které snad mohly byt aktivovany
pritomnosti protilatek, na rozdil od genové delece. Trojitd delece popsana v této praci ovsem
vyvolala zvySenou neuroplasticitu a pomalej$i rozvoj demence v modelu Alzheimerovy
choroby (Masliah a kol., 2010).

Nasledna prace (Lee a kol.,, 2010) dospéla k zavéru, ze delece kteréhokoli ze tii
hlavnich MAI (Nogo, MAG a OMgp) zvysi axonalni puceni, nikoli vSak riist na delsi
vzdalenosti. Nedochazi ale k vzajemné synergii u vicenasobné delece v jednom organismu,
ani k projeviim funk¢niho zotaveni po rtiznych typech miSnich 1ézi. Cafferty a kol. (2010)
dospéli s obdobnym modelem (delece stejnych tii MAI) opét ke zcela opacnym zavéram.
Zjistili, Ze samotna delece Nogo-A siln¢ oslabi inhibi¢ni vlastnosti myelinu. Troji delece
vSech MAI potom myelinovou inhibici prakticky eliminuje. Pfi experimentech in vivo

(dorzéalni hemisekce) delece Nogo-A dovolila regeneraci axonil kortiko- i rafespindlniho
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traktu i se zotavenim na behavioralni Grovni, troji soubézna delece pak méla vibec nejvétsi

dopad.

Regeneraci a plasticit¢ v mozku (na rozdil od michy) se v€nuje mensi mnozstvi praci,
nicméné zaveéry zde byly zajimavé. Absence Nogo-A a B, ¢i jen Nogo-A v akutni fazi
poskozeni zhorSuje ndsledky traumatického posSkozeni mozku (Marklund a kol., 2009)
a ischémie s naslednou reperfizi (Kilic a kol., 2010). Skodlivy vliv genovych deleci se pfitom
promital jak do poSkozeni tkané, tak i funkce na behavioralni urovni. Zda se tedy, ze Nogo-A
ma neuroprotektivni lohu, a jeho blokdda ¢i absence v pribéhu akutni faze zranéni
¢iischémie mize nasledky spiSe zhorSit. Tento mechanismus se mize podilet
na nejednoznaénych vysledcich, které byly s konstitutivnimi delecemi Nogo-A ziskany
v modelech poranéni michy (kde by snizené piezivani axonl plsobilo protichidné k jejich
zvySené regeneraci). Zavazné disledky pro praktickou aplikaci 1é€ebnych postupti
namifenych proti signalizaci Nogo-A jsou nasnadg¢.

Teng a Tang (2005) argumentuji, ze systém signalizace pfes Nogo-A a NgR1 muze
byt ve skuteCnosti dillezity pro urcité aspekty neuronalni regenerace, a jeho Uplna delece je
proto kontraproduktivni. Je mozné, Ze in vivo muze dochazet kfizené regulaci této
signalizace. Skute¢n¢ jsou znami pfirozeni antagonisté NgR1 (Sato a kol., 2011, Thomas
a kol., 2010) a také fyziologicky vznik peptidi blokujicich Nogo-66 (Walmsley a kol., 2004).
Experimentalni anti-NgR1 a anti-Nogo-A terapie dost moznd jen napodobuje tyto

fyziologické mechanismy.

Jeden z hlavnich problému studia signalizace spojené s Nogo-A je ten, Ze systém ma
spiSe podobu sit¢ nez ptimocaré kaskady, uplatituji se v ném pifinejmenSim tfi receptory
(a fada koreceptort), schopné vazat celou fadu rozmanitych ligandi. Jednotlivé molekuly tedy
mohou byt a podle vseho i jsou do zna¢né miry zastupitelné (viz obr. 3).

Déle je pti konstitutivni deleci ur¢itého genu tieba pocitat s kompenzacnimi zménami
v expresi ostatnich, které¢ skute€né byly v mnoha studiich popsany (Cafferty a Strittmatter,
2010, Dimou a kol., 2006, Kempf a kol., 2013, Simonen a kol., 2003), coz znemoziuje
primocaré srovnani s akutni blokadou daného ¢lenu signalni kaskady.

V neposledni fad¢, situace miize byt velmi odlisna v zévislosti na genetickém pozadi
modelového organismu (druh, kmen, individudlni variabilita) anebo studovaném bunécném
typu, roli mize hrat i v€k. VSechny tyto faktory mohou ovliviiovat vlastni regeneracni

potencial samotnych neuront i jeho citlivost na rtizné typy signalu.
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Na metodicka uskali spinalnich 1ézi a hodnoceni jejich vysledkti poukazuji Lee
a Zheng (2012). U casteCnych 1¢ézi je vzdy problém rozliSit axony, které byly piferuseny
a regenerovaly, od téch, které se pti chirurgickém zakroku pterusit nepodaftilo. Tato nejistota
sice u uplnych transekci odpadd, bohuzel vSak v tomto piipad¢ byva regenerace pozorovana
jen ziidka. Zasahy, jako jsou genové inaktivace a podani protilatek, mohou ve skutecnosti
plusobit na nepiferusené axony, napi. ovlivnhénim jejich pfezivani nebo vétveni a puceni
po provedeni 1éze. Klicové je tedy odliSeni puceni nepoSkozenych axont od regenerace téch
pretatych — oba tyto jevy se sice podileji na funkénim zotaveni CNS, jsou vSak rozdilné.
Zcela nezavisle na nich pak mohou pisobit zmény synaptické sily, rovnéz ovlivnitelné

zablokovanim Nogo-A ¢i NgR1.

2.2.1.2. Inaktivace NgR1, PirB a SIPR2 a axonalni regenerace

Genetické inaktivace receptoru NgR1 predstavuji velmi ldkavy terapeuticky cil,
protoze by mély eliminovat ¢i omezit vliv celé fady inhibitorti axonalniho puceni a rustu,
které jeho prostfednictvim ptisobi. Bohuzel ani v tomto piipadé nevedlo pouziti transgennich
modeld k jednoznaénym odpovédim, a vysledky byly podobné rozporuplné jako v piipadé
knockouti genu nogo.

Kim a kol. (2004) popsali jako viibec prvni vyfazeni genu pro NgR1 u mysi. Neurony
téchto mysi byly schopny rist v pfitomnosti fady inhibitord (Nogo-66, MAG, OMgp, myelin).
In vivo po zranéni michy u nich nebyla zjisténa regenerace CST, ovSem rubrospinalni
arafespinalni vldkna dortstala ve zvySené mife. Vyznamné bylo 1 zlepSeni motorickych
funkci po jednostranném i Gplném pretéti michy, srovnatelné s akutnimi inhibicemi Nogo-A
¢i jeho receptoru, navic beze stop neuropatické bolesti. Autofi zminuji i dalsi (nepublikované)
experimenty, jez ukdzaly, Zze popsany transgenni model vykazuje po Gplném pietéti michy
vyrazné€jsi funkcni zlepSeni nez mysi s vyfazenym Nogo-A a B, nebo potkani s aplikaci
peptidu NEP1-40. U téze linie mysi s vyfazenym NgR1 bylo pozorovano také zlepSené
zotaveni motoriky po mozkové mrtvici (Lee a kol., 2004) a zmény v synaptické plasticité,
ovlivitujici dynamiku pamét'ovych stop (Akbik a kol., 2013).

Zheng a kol. (2005) u odlisné linie mysi s knockoutem NgR1 nenalezli zvySenou
regeneraci axontl in vivo ani funkéni zlepSeni po transekci michy. Pii experimentech in vitro
neméla absence NgR1 zadny odtlumujici efekt, neurony ganglii zadnich kofenti miSnich
reagovaly zcela normalné i1 na izolovany ligand Nogo-66. Vysledky ukazaly, ze vedle NgR1
existuji jesté dalsi receptory detekujici Nogo-A. Alesponl v tomto poslednim ohledu se zévéry

shoduji s Kim a kol. (2004).
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Wang a kol. (2011b) zkoumali vliv podminéné genetické delece NgR1 u mysi
po zranéni michy. Dulezitd je hlavné skutecnost, Ze potlaceni exprese NgR1 bylo indukovéano
teprve 8tydnll po zranéni. Navzdory chronickému charakteru poskozeni hybnosti
a opozdénému zasahu bylo vtomto pfipadé zjiSteno funkEni zlepSeni. Dobry vysledek
ptinesla i akutni blokdda NgR1 signalizace pomoci fuzniho proteinu odvozeného od NgR1.
Tento vysledek je zajimavy piedev§im proto, ze protilatkové zdsahy proti Nogo-A byvaji
ucinné jen béhem kratkého obdobi (n¢kolik dnli nebo nanejvys jeden tyden) po poranéni CNS
(ptehled viz Pernet a Schwab, 2012).

Hanell a kol. (2010) se zaméfili na traumatické poskozeni mozku u mysi s akutni
inhibici ¢i genetickou deleci NgR1 (linie popsana Kim a kol., 2004). Vysledky ukazaly,
7e blokdda NgR1 sice zvySuje puceni hipokampalnich axonti, nikoli vSak v poranéném
mozku. Oba zplsoby potlaceni signalizace pfes NgR1 nejenze nevedly ke zlepSené obnové
kognitivnich funkci, ale dokonce zpusobily prohloubeni deficitu vyvolaného zranénim.
Motorické zotaveni blokada NgR1 neovlivnila prakticky viibec. Tyto vysledky jsou v rozporu
s pracemi demonstrujicimi pozitivni efekt akutni blokady NgR1 ¢i Nogo-A po urazech
mozku. Moznym vysvétlenim je, Ze v této praci byla aktivita NgR1 potlaena konstitutivng,
nebo velmi zédhy po zranéni, nepfiznivy vysledek je tedy mozné pficist na vrub potlaceni
neuroprotekce zprostfedkované Nogo-A v akutni fazi poskozeni, kterd byla demonstrovana
v pracich Marklund a kol. (2009) a Kilic a kol. (2010).

Dickendesher a kol. (2012) pouzili zajimavy transgenni model s deleci vSech tii
izoforem NgR. Demonstrovali, Ze troji mutanti s vyfazenim NgR1, 2 a 3 i dvojiti mutanti
s vyfazenim NgR1 a 3 vykazuji zvySenou regeneraci axoni optického nervu. Vytazeni

kterékoli jedné izoformy pro uspéSnou regeneraci nepostacovalo, coz muze objasiiovat

vvvvvv

Experimentli s genetickou deleci receptoru PirB je uz vzhledem k jeho relativné
pozdnimu objevu mnohem mén¢. Atwal a kol. (2008) uvadéji, ze zablokovani PirB nebo jeho
geneticka delece vyrazné (ne vSak zcela) tlumi myelinovou inhibici axonalniho rastu in vitro,
Pti soucasné blokadé¢ PirB a NgR1 je odtlumeni skoro uplné. Jisty vliv ligandu Nogo-66 vsak
pietrvava, coz poukazuje na pritomnost dalSich receptorti.

Omoto a kol. (2010) nepozorovali po vytazeni PirB zmény v kortikalni plasticité
ani chovani po poranéni mozkové kiary. Nakamura a kol. (2011) nezjistili u mysi

s knockoutem PirB zvySenou regeneraci axont ani behavioralni zotaveni po hemisekci michy,
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kupodivu ani tehdy, kdyZz u nich byl zablokovan receptor NgR1. Podobné negativni vysledky
ziskali Fujita a kol. (2011) po rozdrceni zrakového nervu.

Adelson a kol. (2012) ukdzali, ze vyfazeni PirB snizuje rozsah poskozeni a zlepSuje
zotaveni v modelu mozkové mrtvice. Syken a kol. (2006) a Djurisic a kol. (2013) po vytazeni
PirB nalezli zvysSenou plasticitu okuldrni dominance a také zvySeni synaptické plasticity

na urovni neuronu.

Vliv blokady nebo genové delece noveé objeveného receptoru SIPR2 (Kempf a kol.,
2014) nebyl prozatim zkoumdn v podminkach in vivo — jednad se o perspektivni oblast

pro budouci vyzkum.

Zavérem tohoto piehledu mtize byt, Ze cely systém zprostiedkujici inhibici axonalniho
rustu je vysoce redundantni a vyfazeni nékteré jeho slozky se vilbec nemusi fenotypové
projevit, nebo se alespon neprojevi za vSech okolnosti (jak ukazuje variabilita vysledki mezi
jednotlivymi laboratofemi, nebo dokonce i mezi jedinci vramci jednoho experimentu).
Interpretace ziskanych vysledkt je tedy velmi obtiznd, ba v mnoha ptipadech bez dalSich dat

nemozna.

2.2.2. Nogo-A ve vyvoji CNS

Role, kterou Nogo-A (a s nim funkéné spojené receptorové systémy) hraje v inhibici
axonalni regenerace po zranéni mozku ¢i michy, jisté neodrazi jeho primarni funkci
v organismu. Jednou z dulezitych funkci systému inhibice axondlniho rlstu je jeho role
v regulaci pre- i postnatalniho vyvoje CNS. Podili se na procesech tak rozmanitych, jako je
diferenciace a migrace bunck, tvorba a stabilizace myelinovych pochev, a omezeni
neuroplasticity pii dozravani CNS.

Vrané embryogenezi exprese Nogo-A koinciduje se vznikem neurdlni ploténky
a diferenciaci ektodermalnich bun€k v neuralni prekurzory, a v pozdéjsich fazich se podili
na propojovani projekénich neuronii béhem formovani axonii a synaptogeneze. Plsobeni
Nogo-A ve vyvoji mozku (kdy je exprimovan hlavné neurony) se ziejmé déje nezavisle
na receptorech NgR1, které v prenatilnim a Casném postnatadlnim vyvoji v neuronech
zpravidla chybéji (Caltharp a kol., 2007, Wang a kol., 2002b).

V dospélych neuronech je sice Nogo-A nckdy pfitomen, vétSinou vSak v relativné
malém mnozstvi. Naopak ve vyvijejicich se neuronech riznych typa spatfujeme rozsahlou

expresi Nogo-A (Huber a kol., 2002, Josephson a kol., 2001, Oertle a kol., 2003b,
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Richard akol., 2005, Willi a kol., 2010). Signalizace spojend s proteiny Nogo reguluje
migraci bun€k, stejné jako rist, vétveni a vzdjemnou adhezi rostoucich neuriti v riznych
embryonalnich tkdnich (Fournier a kol., 2002, Mathis a kol., 2010, Mingorance-Le Meur
a kol., 2007, Petrinovic a kol., 2010). Nogo-A se podili také na navadéni axont (Schwab
a Schnell, 1991, Wang a kol., 2008, Wang a kol., 2010b) a ucastni se interakci mezi axonem
a oligodendrocyty, vedoucich k formaci myelinové pochvy, jak wukazuji abnormality
v diferenciaci oligodendrocytii a myelinizaci axonii u Nogo-A deficientnich mysi

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

V nezralé CNS savcli obecné spatiujeme vysSi potencial neuronti k regeneraci
a plasticité¢, navzdory tomu, Ze Nogo-A tam jiz piitomen je (Ferretti a kol., 2003,
Oertle a kol., 2003a).

Mingorance a kol. (2004) ukazali, ze ackoli je ve vyvijejicim se hipokampu mySich
embryi Nogo-A pfitomen, neptisobi inhibi¢né na vyvijejici se neurony, které dosud
neexprimuji NgR1.

V miSe tfinactidennich kufecich embryi se nalézad jak Nogo-A, tak NgRI,
a ani po zranéni nedochdzi ke sniZeni jejich exprese, navzdory tomu vSak k regeneraci dojde.
Lokalizace téchto proteind je zde ale odchylna od zralé CNS, protoze NgR1 je lokalizovan
na t€lech neuroni a Nogo-A v axonech, nikoli v gliovych bunkach (O'Neill a kol., 2004).
Neuronalni exprese Nogo-A vyvolana v dospélosti skuteéné¢ mulze regenerativni potencial
neuronu zvysit (Pernet a kol., 2012).

Dozravani CNS, spojené s myelinizaci, ovS§em schopnost axonéalniho rlstu a plasticity
obecné znacn¢ snizuje. Pfinejmensim zcCasti za to odpovidd Nogo-A v membranach
myelinovych pochev oligodendrocytt, interagujici s NgR1, ktery se v postnatdlnim vyvoji
objevuje na axonalnich membranach (Mingorance a kol., 2004, Wang a kol., 2002b). Pokud je
tato signalizace blokovana, dochazi k obnoveni schopnosti regenerace, ale i plasticity
(viz napt. Akbik a kol., 2013). Pfechod od neuronti vyvijejici se CNS, které dobte regeneruji
a nejsou inhibovany MAI, k neuronim zralym, které ptisobeni MAI podléhaji a i jejich vlastni
regenerativni potencial je mensi, vSak nelze omezovat jen na interakci Nogo-A-NgR1. Roli
hraji i vnitfni procesy v neuronu, spojené s poklesem hladiny cAMP a proteinkinazy A, které
fidi regenerativni potencial a urcuji 1 odpoveéd’ neuronu na signaly MAI (Cai a kol., 2001).

Zda se, ze Nogo proteiny hraji dilezZitou roli v omezeni riistu a puceni axonl ve zralé
CNS, konsolidaci neuradlnich spojeni vytvofenych béhem vyvoje a jejich stabilizaci

(ptehled viz Willi a Schwab, 2013, Zagrebelsky a kol., 2010).
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Proteiny Nogo a jejich receptory, krom toho, ze inhibuji axondlni rtst, zasahuji také
do dalsi oblasti vyznamné jak pro vyvoj mozku, tak pro regenerativni medicinu, totiz
do mechanismil diferenciace kmenovych bun€k. Neurdlni kmenové buiiky v mnoha oblastech
mozku pre- i postnatdlné exprimuji NgR1 a Nogo-A. Signaly v podobé Nogo-A a MAG
zvySuji u neuralnich kmenovych bunék pravdépodobnost diferenciace na astrocyty, a naopak
potlacuji diferenciaci v neurony. Proto pokud je pfi aplikaci neuralnich kmenovych buné¢k
do poranéné michy zarovent blokovan NgR1, dojde ke zvySené diferenciaci na neurony
a funkénimu zlepSeni (ptfehled viz Borrie a kol., 2012). Signalizace pfes Nogo-66 a NgR1
reguluje neurogenezi v subventrikularni zoné, signal v podobé domény Nogo-A20 potom

nezavisle na NgR1 podporuje migraci neuroblasti do ¢ichového bulbu (Rolando a kol., 2012).

2.2.3. Nogo-A jako regulator synaptické plasticity

Exprese Nogo-A v neuronech, vysoka beéhem vyvoje mozku, obycejné klesa
po porodu. Pozoruhodnou vyjimkou jsou ale neurony téch oblasti mozku, které si
i vdospélosti uchovavaji zna¢nou miru plasticity. Jedna se predevSim o hipokampalni
pyramidové bunky ainterneurony (Huber a kol.,, 2002, Meier a kol., 2003,
Mingorance a kol., 2004, Wang a kol., 2002b), které maji zaroven 1 vysokou expresi NgR1
(Josephson a kol., 2003). Nogo-A se v téchto neuronech objevuje piedevSim v mistech
synaptickych kontakti (Aloy a kol., 2006, Lee a kol., 2008, Liu a kol., 2003, Wang a kol.,
2002b). Dnes uz je znamo, Ze zde plni roli vyznamného regulatoru synaptické plasticity,
a spolecné s dalsimi molekulami poméha udrzovat jeji optimalni miru. Zabranuje tvorbé
nadbytecnych synapsi, aty jiz vytvofené stabilizuje (Delekate a kol., 2011, Zagrebelsky
a kol., 2010). Nadbytek Nogo-A mize vést k destabilizaci ¢i Gplnému zéniku synapsi (Aloy
a kol., 2006). V hipokampu se sice vyskytuji i ostatni izoformy Nogo (Meier a kol., 2003),
nejsou ale pfitomny na synapsich (Raiker a kol., 2010).

Synaptickéd lokalizace byla popsana i v pfipadé NgR1, a je mozné, Ze signalizace
Nogo-A/NgR1 pusobi na synapsich obousmérn¢ (Zagrebelsky a kol., 2010). Wills a kol.
(2012) ukazali vyznam signalizace pies receptory NgR1, 2 a 3, které omezuji pocet synapsi
ve vyvijejicim se hipokampu. Na synapsich vSak najdeme také receptor PirB, jenz je rovnéz

vyznamnym stabilizatorem neuronalnich obvodii (Syken a kol., 2006).
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Nogo-A a jeho receptory moduluji synaptickou plasticitu zavislou na aktivaci neuronu,
jak ukazuje celé fada experimentt.

Nogo-A v hipokampu potlacuje dlouhodobou potenciaci (LTP) prostfednictvim
domény Nogo-66 (Raiker a kol., 2010), i nezavislym mechanismem plsobicim pfes doménu
Nogo-A20 a receptor SIPR2 (Kempf a kol., 2014). Zablokovani Nogo-A specifickou
protilatkou, nebo jeho genetickd delece, usnadiiuje vytvoreni LTP a zvySuje 1 jeji silu,
pricemz efekt akutni blokady je vyrazngjsi (Delekate a kol., 2011). Podobny vliv mlize mit
iblokada ¢i genovd delece NgR1 (Delekate a kol, 2011, Lee a kol, 2008,
prehled viz Schwab, 2010), kterda rovnéz vyvola posilenou LTP a naopak oslabenou
dlouhodobou depresi (LTD) v hipokampu. Srovnateln¢€ na procesy LTP a LTD ptlisobi delece
PirB v kortikalnich neuronech (Djurisic a kol., 2013), ptekvapivé vSak nikoli v hipokampu
(Raiker a kol., 2010). Blokédda S1PR2 také zvysuje miru LTP (Kempf a kol., 2014).

Procesy dlouhodobé potenciace se povazuji za elektrofyziologicky korelat tvorby
pamétovych stop (Whitlock a kol., 2006, piehled viz Stuchlik, 2014), a skute¢n¢ nadmérna
exprese NgR1 mize vést k poskozeni dlouhodobé paméti 1 na behavioralni urovni (Karlén
a kol., 2009).

Dtlezité je, Ze mira inhibice zprostiedkovana NgR1 je sama o sob& zavisla na aktivaci
neuronl, potazmo synapsi. Exprese NgR1 v hipokampalnich a kortikdlnich neuronech
po podani excitotoxickych latek nebo fyzické aktivité prechodné klesa (Josephson a kol.,
2003, Meier a kol., 2003, Mingorance a kol., 2004, Wills a kol., 2012). Pokles exprese NgR1
je alespon in vitro spojen také s poklesem Nogo-A a naopak zvysSenou expresi podjednotek
glutamatovych receptorti (Peng a kol., 2011). Tento mechanismus mtze byt spoluzodpovédny

za formovani pamét'ovych stop, nebo patologickou neuroplasticitu v epilepsii.

Na subcelularni urovni lze pozorovat, Ze genovd delece NgR1 zvySuje dynamiku
vzniku a zaniku (obrat) dendritickych trni a axonalnich varikosit v somatosenzorické kiie,
ackoli neméni jejich celkové mnoZstvi ani hustotu. U normalnich mysi je tento typ plasticity
potlacen ve véku 26 dnil (v souvislosti s dozrdnim myelinu a zvySenou piitomnosti MAI),
u mysi s genovou deleci k tomu ovSem nedojde. Indukci genové delece v dospélosti 1ze tuto
morfologickou plasticitu vyvolat i v jednom roce véku. Velmi pravdépodobné jde piitom
o efekt signalizace Nogo-A-NgR1, protoze blokada Nogo-A vyvold podobné zmény (Akbik
a kol., 2013). Pozorovana plasticita je pfitom zavisla na senzorickych vstupech, signalizace

pfes NgR1 tedy reguluje vliv zkuSenosti na neuronalni morfologii (Akbik a kol., 2013).

41



PirB je také regulatorem dendritické morfologie v kortikalnich bunkach — jeho delece
zvysi jak pocetnost, tak stabilitu synaptickych trnti, a zvySuje silu synapsi (Djurisic a kol.,
2013).

Nogo-A a NgR1 reguluji téZ morfologii axont 1 dendritickych stromt hipokampalnich
bun¢k a zrani mistnich dendritickych trnti (Zagrebelsky a kol., 2010). Pii jejich zablokovani
dochazi k morfologickym zméndm a zachovani strukturalni plasticity v hipokampu do vyssiho

véku (Zagrebelsky a kol., 2010).

Dulezitym modelem dlouhodobé kortikalni plasticity je plasticita okularni dominance.
Ve zrakové klfe savci se vyskytuji sloupce, zpracovavajici vstupy pochézejici vzdy
z jednoho oka. K jejich zformovani dochazi jiz béhem nitrodélozniho vyvoje, ovSem béhem
senzitivni periody po porodu zlstdvaji nadale plastické. Pokud dojde vtomto obdobi
k senzorické deprivaci nebo dokonce enukleaci jednoho oka, jemu piislusné sloupce se
za¢nou zmensovat na ukor oblasti zpracovavajici signaly z funkéniho oka. V dospélém mozku
tato forma plasticity mizi. Je pozoruhodné, Ze plasticita okuldrni dominance je zachovana
1 v dospélosti u zvifat s vyfazenym genem pro NgR1 (McGee a kol., 2005) nebo PirB (Syken
a kol., 2006, Djurisic a kol., 2013) ¢i po akutni blokadé¢ NgR1 (Luo a kol., 2011). To jasn¢
ukazuje, ze oba receptory (a jejich ligandy) jsou zasadni pro stabilizaci architektury
neuronovych siti a omezeni plasticity v disledku vnéjSich podnéth. Je zajimavé, Ze podobny
efekt miiZze mit i zablokovani jinych inhibitori axonalniho ristu, naptiklad CSPG (Pizzorusso,
a kol.,, 2002). Blokada inhibitorG neuroplasticity by se proto mohla uplatnit v lécbé
tupozrakosti (Luo a kol., 2011).

Zablokovani Nogo-A povzbuzuje také kompenzacni neuroplasticitu po poskozeni
CNS. V mnoha piipadech, napf. po miSnich lézich, je velmi obtizné od sebe oddélit
regeneraci (ve smyslu dortistdni poskozenych axonil) od neuroplasticity (pfizplisobeni
existujicich nervovych bunék ¢i axond novym funkcim). Funkéni reorganizaci v mozkové
kitfe po kontralateralni 1¢zi podpofenou podanim protilatky IN-1 popsali Emerick a kol.
(2003).

Zablokovani funkce Nogo-A mulze ovSem i1 bez dalSich experimentalnich zasaht
vyvolat abnormalni riist axonti v intaktni CNS, napiiklad kortikospindlnich vlaken (Bareyre

a kol., 2002) nebo u Purkyiiovych bun¢k mozecku (Buffo a kol., 2000).
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V celkovém pohledu se tedy zda, ze Nogo-A, ostatni MAI a s nimi spojené receptory
pomahaji v dospélé CNS udrzovat stabilni anatomické uspofadani a konektivitu a brani
nezadoucim prestavbam neuronovych siti. Tam, kde je jistd mira plasticity zapotiebi,
tedy zejména v procesech uceni a paméti, dochazi k utlumu exprese NgR1 a tim i do¢asnému

odtlument plasticity.

2.2.4. Dalsi funkce Nogo proteinii a retikulonii obecné

2.2.4.1. Apoptoza

Retikulonové proteiny RTNI1-C a RTN4-B (Nogo-B, RTN-XS), lokalizované
v endoplasmatickém retikulu, se mohou véazat na antiapoptotické proteiny Bcl-2 a Bcl-XS,
snizovat jejich aktivitu a tim zvySovat pravdépodobnost apoptdézy (Tagami a kol., 2000).
Naopak vazba mezi RTN3 a Bcl-2 plisobi antiapoptoticky (Wan a kol., 2007).

Gen nogo (zejména jeho produkt Nogo-B) mlze mit proapoptotické ucinky
v rakovinnych bunikach, a dokonce selektivné vést k apoptdze rakovinnych, ale nikoli
normalnich bunék, a v nékterych nadorech je jeho exprese pfirozené potlacena. Je proto n¢kdy
povazovan za mozny tumor-supresorovy gen (Li a kol., 2001, Qi a kol., 2003, Watari a
Yutsudo, 2003). Proapoptotické plisobeni Nogo-B v modelu rakoviny nicméné nepotvrdili
Oertle a kol. (2003d).

Uméle zvysend exprese Nogo-C mize indukovat apoptézu u HEK293 bun¢k (Chen
a kol., 2006). Naopak zvysSend exprese Nogo-A a B ¢i RTN3 vede k potlaceni apoptdzy
a zvySenému piezivani neuroblastomovych bunék (Teng a Tang, 2013).

Nogo-A je v nékterych ptipadech ve zvySené mife exprimovan v misté ¢i okoli 1éze
CNS (Cheatwood a kol., 2008, Pernet a kol., 2012), a v fad¢ ptipadd je podeziran z regulace
apoptozy. Je zndmo, ze GTPaza Rho-A, vyznamny c¢len signdlni kaskddy spojené s MAI
a jejich receptory, ma pro apoptozu velky vyznam — jeji aktivace se zvySuje az desetindsobné
po zranéni CNS a mize vést k bunééné smrti. Zablokovani této aktivity naopak chrani buiky
proti apoptoze (Dubreuil a kol., 2003). Pernet a kol. (2012) vSak neukazali vyrazny vliv
umlceni ¢i delece Nogo-A na prubéh apoptdézy po zranéni optického nervu, naopak
pozorovali, Ze vyS§i exprese neurondlniho Nogo-A zde (ponékud paradoxné€) podporuje

regeneraci.
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2.2.4.2. Neuroprotektivni piisobeni

Existuji diikazy, ze v podminkach ischemického nebo oxidativniho stresu muze
Nogo-A hrat neuroprotektivni roli (pfehled viz Pernet a Schwab, 2012). Blokada ¢i delece
Nogo-A vakutni fazi ischemického poskozeni mozku zhorSuje pifezivani neuront
(Kilic a kol., 2010). Podobn¢ negativni efekt genové delece Nogo-A lze pozorovat pri
traumatickém poSkozeni mozku (Marklund a kol., 2009). Je tfeba nicméné podotknout,
ze v fadé studii takovy efekt pozorovan nebyl (viz kapitola 2.3.5)

V bunééné kultufe nezralych kortikdlnich neuronti vykazuje peptid odvozeny
z amino-Nogo (nesouci aminokyseliny 290-562 z proteinu Nogo-A) zaclenény ve fuznim
proteinu protektivni u¢inek proti oxidativnimu poskozeni peroxidem vodiku, pravdépodobné
diky interakci s enzymy vychytavajicimi volné radikaly (Mi a kol., 2012). Umélé sniZeni
exprese Nogo-A vede naopak k vyssi citlivosti na volné radikdly a zvySenému odumirani
bunék. Pfitom spontanni exprese Nogo-A v bunikach vystavenych oxidativnimu stresu klesa
(Mi a kol., 2012). Fuzni peptid odvozeny z amino-Nogo vykazoval neuroprotektivni u¢inky
také v modelech ischémie, jako je kyslikova a glukézova deprivace hipokampalnich neuront
in vitro, kde zlepsil pfezivani neuronti, chranil je pfed apoptézou a snizil hladiny volnych
radikali (Guo a kol., 2013a). Podobné také in vivo, v modelu okluze arteria cerebri media,
doslo po jeho aplikaci k mensimu ubytku neuronti, mensi aktivit¢ volnych radikald, zmenseni
poskozené oblasti a zlepSeni neurobehavioralniho skore (Guo a kol., 2013b).

Yang a kol. (2009) zaznamenali protektivni piisobeni Nogo-A v modelu amyotrofické
lateralni sklerdzy (podrobnéji viz kapitola 2.3.3.). Nogo-A zde méni distribuci protein disulfid
izomerazy, kterd pomaha pii skladani (foldingu) proteinti obsahujicich disulfidické mustky
a plni tak tlohu chaperonu.

Protektivni role neni specifickd jen pro savéi retikulony. Wakefield a Tear (2006)
popsali vyznamny pokles délky zivota u octomilky sdeleci genu Rtnll, jediného

retikulonového genu, ktery je u hmyzu ptitomen.

Celkové lze fici, ze ackoli pfitomnost Nogo proteinli neni pro buiiku Zivotné dillezita,
jak ukazuji Cetné prace s genovymi delecemi, miize se jejich absence negativné projevit
ve stresovych podminkach. Mechanismem by mohla byt zménéna reakce endoplasmatického

retikula na stresové podminky (Teng a Tang, 2008).
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2.2.4.3. Ostatni funkce nogo proteinii a dalSich retikulonu

Retikulonové proteiny se typicky vyskytuji, jak uZ nazev napovida,
v endoplasmatickém retikulu, zejména jeho periferni, tubularni ¢asti. Hraji vyznamnou roli
v udrzovani jeho morfologie (Audhya a kol., 2007, Voeltz a kol., 2006), a téz pti jeho reakci
na bunécny stres (Teng a Tang, 2008). Dulezité jsou i pfi utvareni jaderného obalu (Anderson
a Hetzer, 2008, Kiseleva a kol., 2007).

Uvazuje se 1 o dalSich jejich funkcich v procesech, jako je endocytdza (Iwahashi
a Hamada, 2003), transport vackl a jejich exocytdza (Steiner a kol., 2004, Wakana a kol.,
2005, Yan a kol., 2006), transport proteinii v ramci buiikky (Liu a kol., 2008) a translokace
proteini pfes membranu (Zhao a Jantti, 2009). (Piehled viz Prior a kol., 2010.)

Protein Nogo-B prostfednictvim specifického receptoru NgBR (Miao a kol., 2006,
Schwab, 2010) zastdva vyznamnou funkci v cévach, kde se za normalnich okolnosti naléza
v bunikdch endotelu a hladkého svalu. Zprostfedkuje remodelaci a morfogenezi cév, zejména
migraci endotelovych bun€k a vaskularniho hladkého svalstva, a podporuje jejich vzajemnou
adhezi (Acevedo a kol., 2004). Zajimava je skutecnost, ze geneticka delece Nogo-B vyvolava
patologické zmény v regenerujicich cévach, zejména expanzi intimy, vedouci az k cévni
okluzi (Acevedo a kol., 2004). Yu a kol. (2009) ukézali, ze exprese Nogo-B se zvySuje
piiischémii a je nezbytny pro obnovu krevniho pritoku v ischemizovanych oblastech.
Navic podporuje hojeni poSkozenych tkdni a motilitu makrofagli. Remodelaci cév ovliviiuje
také prostfednictvim interakce s receptorem PirB, kterd infiltraci makrofagli naopak omezuje
(Kondo a kol., 2013).

Nogo-B v jatrech zvySuje proliferaci hepatocyti a urychluje regeneraci tkané
(Gao a kol., 2013). Bonal a kol. (2013) popsali expresi Nogo-A v B-buiikdch pankreatu.
Zjistili, ze genova delece nebo akutni inaktivace Nogo-A vede ke zvySené sekreci inzulinu

a poklesu hladiny glukézy, a mohla by byt tedy terapeuticky vyuzita u diabetu 2. typu.
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2.3. Nogo proteiny a dalsi retikulony v patologickych procesech

2.3.1. Retikulony v patologii Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba je typickd pro osoby v pokroc€ilejsSim véku, u nichZz je
nejbeznéjSim druhem demence. Projevuje se rychlym progresivnim zhorSovanim paméti,
prostorové navigace a kognitivnich schopnosti obecné, které vede az k rozpadu osobnosti,
neschopnosti vykonavat i ty nejjednodussi ukony a nakonec ke smrti. V mozcich pacienti se
objevuji amyloidni plaky a neurofibrilarni klubicka, nékdy i Lewyho tcliska, a dochazi
k rozsahlému odumirani neuronti a ubytku synapsi. V blizkosti amyloidnich plakl se objevuje
1 aberantni neuroplasticita (axonalni puceni), jejiz funkéni vyznam neni jasny.

Choroba byla popsdna némeckym Iékafem Aloisem Alzheimerem jiz v roce 1906,
dodnes vSak — navzdory dlouholetému usili neurobiologii a velkému objemu ziskanych dat —
brzdit, ne vSak zastavit ¢i zvratit. V soucasnosti piedstavuje Alzheimerova demence (AD)
stale zavaznéjsi problém vzhledem ke starnuti populace vyspélych zemi a tim i stoupajicim

poctim pacientq.

Hlavnim projevem AD je nadmérna produkce a oligomerizace peptidu amyloidu-3
(AP), ktery toxicky ptisobi na okolni bunky a je schopen dale agregovat a tvofit amyloidni
plaky. Tyto plaky byvaji obklopeny dystrofickymi neurity, aktivovanymi mikrogliemi
a reaktivnimi astrocyty. Podle tzv. amyloidové hypotézy vzniku AD je pravé oligomerizace
a agregace AP pricinou ostatnich patologickych projevi.

AP vznikd z amyloidového prekurzorového proteinu (APP) prostfednictvim enzymu
B-sekretazal neboli BACE1 (beta-amyloid converting enzyme 1), ktery tak piedstavuje
dilezity ¢lanek v celé patologii AD. BACEI interaguje s RTN proteiny, které plisobi sniZeni
B-sekretazové aktivity (nejvyrazngji v ptipadé RTN3) a omezuji tvorbu AP (He a kol., 2004,
Murayama a kol., 2006, Teng a Tang, 2008). Vazba na BACEI1 je patrn¢ zprostiedkovana
C-koncem RTN proteint (Yan a kol., 2006). V mysim modelu AD skutecné vede zvySena
exprese RTN3 ke sniZenému hromadéni AP v kife a hipokampu, s vyjimkou oblasti CAl
(Shia kol., 2009a). Moznym mechanismem je sekvestrace navdazané BACEI]
v endoplasmatickém retikulu, anebo znemoznéni jeji vazby na APP (piehled viz Prior a kol.,

2010, Yan a kol., 2006).
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Protektivni efekt RTN proteini ma ale i stinné stranky. Samotny RTN3 u mysi s jeho
zvysenou expresi agreguje, coz vede ke vzniku dystrofickych neuritii v hipokampu (zejména
CA1 oblasti) i kuvolnéni jeho inhibiéniho vlivu na BACE1l (Hu a kol, 2007,
Shi a kol., 2009a). Agregace RTN3 tak u mysiho modelu smazava pozitiva plynouci
ze snizeného mnozstvi APB v mozku. Agregace RTN3 a s nim spojené dystrofické neurity se
pritom objevuji také u pacienti s AD i1 u intaktnich myS$i ve véku 2 let, pficemz jejich
piitomnost koreluje s kognitivnim upadkem (Shi a kol., 2009b). Yokota a kol. (2006) naopak
zjistili celkové snizenou expresi RTN3 ve spankovych lalocich pacientti s AD.

Zda se tedy, ze retikulonové proteiny tvofi nedilnou soucést patologie AD,
kde hraji roli jak protektivni (potlacovani tvorby Ap), tak i negativni (pfi agregaci vyvolané
nadmérnou expresi), a RTN3 ptedstavuje jeden z moznych terapeutickych cili pti 1é€beé této

choroby.

Velmi dilezitou, ale na vySe popsanych mechanismech asi zcela nezavislou, roli zde
hraje i receptor NgR1 (Park a Strittmatter, 2007). Je znamo, ze NgR1 (a podobn¢ i NgR2
a NgR3, Zhou a kol., 2011) mlze piimo vazat APP i1 samotny AP, blokuje tvorbu A a chrani
pred jeho akumulaci (Park a kol., 2006a, b, Park a Strittmatter, 2007). Ptredpoklada se,
ze mechanismem muze byt ochrana takto vazaného APP pted piisobenim BACEI, tudiz by
tento mechanismus nijak nesouvisel s Nogo proteiny. Delece genu pro NgR1 na mySim
modelu vede ke zvySenému hromadéni AP, jeho ukladani v placich a dystrofii neuront
(Park a kol., 2006a). Naopak lze pritbéh AD na mySim modelu zmirnit poddnim rozpustného
fragmentu NgR1 (Park a kol., 2006a). Intracerebroventrikularni a dokonce i subkutanni
podani solubilizovaného NgR1 (tiebaze neprochazi hematoencefalickou bariérou) snizi
hladinu AP vmozku a vede kjeho vyplaveni do séra a zlepSeni prostorové paméti
(Park a kol., 2006b).

NgR2 vaze APP sjesté vyssi afinitou nez NgR1 (Zhou a kol., 2011). Jeho delece
ovSem puisobi zcela opacné nez v pifipadé NgR1 — v tomto ptipad¢ se akumulace AP deleci
snizi, misto aby se zvysila. Pfedpoklddanym mechanismem je vtomto ptfipadé zména

v transportu APP na povrch buné€k (Zhou a kol., 2011).

V mozcich pacientii zemielych na AD je pozorovatelna zménénd distribuce Nogo-A
aNgR1. V pyramidovych buiikdch hipokampu a neokortexu je pozorovatelnd nadmérna
exprese proteinu Nogo-A (Gil a kol., 2006). Nogo-A se zde ve zvySené mife objevuje v télech

neuronti. NgR1 se pfesouvd do neuropilu, zatimco u zdravych osob je pfevazné
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v perikaryotickém prostoru (Park a Strittmatter, 2007). Nogo-A (Gil a kol., 2006) i NgR1
(Park a kol.,, 2006a) se mohou akumulovat v amyloidnich placich. (Pfehled viz

Pernet a Schwab, 2012, Prior a kol., 2010)

Masliah a kol. (2010) ukazali, ze v mySim modelu AD (exprese mutovaného APP)
vede genova delece Nogo ke zmirnéni kognitivniho deficitu v rané a stfedni fazi onemocnéni
a ochrané¢ synapsi. Odumirdni neuronli, gliéza a akumulace amyloidu naopak zlistavaji
nezménény. Pozorovany ucinek ziejmé bezprostiedné nesouvisi s vyse popsanym plisobenim
retikulonti a NgR na tvorbu AP, ale je spiSe spojen s ,klasickou* cestou ptisobeni Nogo-A
jako regulatoru synaptické plasticity a axonalniho ristu. Je pravdépodobné, ze zvySena
plasticita CNS umoznuje ¢astecné kompenzovat ztraty neuronti v priibéhu pocatecni faze

onemocnéni.

2.3.2. Role Nogo-A v kognitivnich poruchach spojenych se starnutim

Také u zvitecich a lidskych jedinct bez jasnych pifiznakiti AD casto dochézi k poklesu
kognitivnich funkci v pribéhu starnuti, ktery casto postihuje hipokampalné zavislé funkce
(deklarativni pamét’ a uceni, prostorova navigace). Pfi¢inou deficitu je spiSe ztrata konektivity
a synaptické plasticity nez piimy ubytek neuroni (Burke a Barnes, 2000),
coz lze demonstrovat na biochemické (VanGuilder a Freeman, 2011) i elektrofyziologické
(Boric a kol., 2008, Tombaugh a kol., 2002) tirovni.

VanGuilder a kol. (2010, 2011, 2012) demonstrovali, Ze patologické, ale nikoli zdravé
starnuti je doprovazeno snizenim exprese proteini spojenych se synaptickou plasticitou,
anaopak se zvySenou expresi inhibitord této plasticity. Moznym mechanismem kognitivni
poruchy ve staii by tedy byla nadmérnd inhibice neuroplasticity. U starnoucich potkana Ize
na individudlni Grovni vypozorovat jasnou negativni korelaci mezi kognitivnimi schopnostmi
v Morrisové vodnim bludisti (MWM), tedy hipokampalné zavislé tloze (Morris a kol., 1982)
a mnozstvim MAI (véetné Nogo-A) a jejich receptorti NgR1 a PirB v hipokampu (VanGuilder
a kol., 2012, VanGuilder Starkey a kol., 2012). Existuje zde paralela s nadmérnou expresi
Nogo-A pozorovanou v hipokampalnich neuronech pacientii s AD (Gil a kol., 2006).
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2.3.3. Nogo v amyotrofické lateralni skleroze

Amyotroficka lateralni skler6za (ALS) je fatalni a nevylécitelné neurodegenerativni
poskozeni postihujici motoneurony v miSe, mozkovém kmeni 1 mozkové kife.
Je doprovazena slabosti a svalovou atrofii, vedouci po n¢kolika letech od prvnich projevi
k amrti v disledku ochabnuti dychacich svali. Cast ptipadii je spojena s mutacemi genu
kodujiciho superoxid dismutazu SODI, coz je enzym chrdnici bunku pfed oxidativnim
poskozenim.

Na mozny vyznam Nogo proteinti v patologii této choroby upozornili Dupuis a kol.
(2002). Ukazali, ze pacienti trpici ALS i transgenni mysi v animalnim modelu této choroby
vykazuji abnormalné zvySenou expresi Nogo-B a jest¢ ve vétsi mife Nogo-A v kosternim
svalu, kde je naopak potlacena exprese typicky svalové izoformy Nogo-C. Tyto zmény jsou
ptitom odlisné od projevi denervace, kterd sice snizi expresi Nogo-C, ale mnozstvi Nogo-A
neovlivni. Pomér Nogo-A ku Nogo-C v biopsiich kosterniho svalu by tedy mohl slouzit jako
citlivy diagnosticky marker pro detekci ALS jesté pfed projevem prvnich klinickych ptiznaka
(Dupuis a kol., 2002, Pradat a kol., 2007). Tuto moznost podporuje i prace Jokic a kol.
(2005), kterd ukazuje souvislost mezi obsahem Nogo-A a B ve svalovych biopsiich pacientii
a zavaznosti klinickych projevii. Wojcik a kol. (2006) ovSem zjistili, Ze samotny vyskyt
Nogo-A ve svalech neni jako marker dostacujici, protoze podobné zvySeni se objevuje
iujinych typt neuromuskularnich chorob. Také v miSe byly v modelu ALS pozorovany
signifikantné zvySené hladiny Nogo-A 1 Nogo-C (Dupuis a kol., 2002). DalSim potencidlnim
markerem ALS je pfitomnost solubilnich fragmenti Nogo-A v mozkomi$nim moku
(Jurewicz a kol., 2007).

Jokic a kol. (2006) zjistili, ze geneticka delece Nogo-A omezila denervaci svall
a zvysila dobu doziti u mySiho modelu. Nadmérna exprese Nogo-A ve svalu by podle autorii
mohla byt odpovédnad za zanik nervosvalovych plotének a v disledku toho i motorickych
axond. Yang a kol. (2009) ovSem dosli k zavérim zcela opacnym. Podle jejich vysledku je
role Nogo proteini v ALS neuroprotektivni, kdy zvySend exprese (u odliSného mysiho
modelu) prodluzuje dobu doziti a naopak. Delece Nogo-A a B vedla i v heterozygotnim stavu
Nesoulad s praci Jokic a kol. (2006) vysvétluji tim, ze v piipadé selektivni delece Nogo-A
dochazi ke kompenzacnimu zvyseni exprese Nogo-B, které mohlo byt v tomto piipad¢ natolik

vyrazné, zZe zcela zvrétilo fenotypovy projev mutace.
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2.3.4. Nogo a jeho vazebni partneri v dalSich poruchach CNS

RoztrouSena skleréza je demyelinizac¢ni autoimunitni onemocnéni, zpisobené vznikem
T-lymfocyti utocCicich proti oligodendrocytim a myelinu, v pozdéjsich fazich se zapojuji
i mikroglie, makrofagy a dalS$i imunitni buniky. V postizené CNS dochéazi k zanétlivym
procesim, vedoucim k demyelinizaci a néslednému pieruSeni axond, a tim padem
k nezvratnému funkénimu poskozeni. Je zajimavé, ze u pacientl se mohou piirozené
objevovat protilatky namitené proti Nogo-A (Reindl a kol., 2003), jejich vyznam ale neni
jasny a mohl by byt protektivni (Yan a kol., 2006).

MySim modelem roztrouSené sklerézy je experimentdlni  autoimunitni
encefalomyelitida (EAE). V tomto modelu je hladina Nogo-A v akutni fazi nejprve snizena,
v chronické naopak vyznamné roste (Theotokis a kol., 2012). V EAE bylo demonstrovéno,
ze potlaceni exprese Nogo-A metodou malych interferujicich RNA vedlo ke zmirnéni
symptomt a podpofilo regeneraci axond a funk¢ni zotaveni (Yang a kol., 2010). K potlaceni
Nogo-A zavislé signalizace v EAE byla pouzita také aktivni imunizace peptidy odvozenymi
z Nogo-A, pasivni imunizace podanim monoklonalnich protilatek proti Nogo-A, a také
(na mySim modelu) Uplnd delece vSech izoforem Nogo. VSechny zplsoby potlaceni
signalizace pies Nogo-A vedou ke zmirnéni klinickych projevii, demyelinizace a ztraty axond,
aniz by pfitom doslo ke zhorSeni zéanétlivych procesi — ty byly naopak zmirnény
(Fontoura a kol., 2004, Karnezis a kol., 2004, Yan a kol., 2006). Také zablokovani LINGO-1
(jeden z koreceptori NgR1) vede ke zlepSeni ptfiznakli v animélnich modelech roztrousené
skler6zy, kde podporuje diferenciaci oligodendrocyti a remyelinizaci (Mi a kol., 2007).
V patologii roztrouSené sklerozy by mohl hrat roli téz dalsi z ligandi NgR1, a to BLyS,
ktery je u pacientt produkovan aktivovanymi astrocyty (Krumbholz a kol., 2005).

Signalizace pies Nogo-A se miliZe uplatiiovat i u Parkinsonovy choroby. Inoue a kol.
(2007) zjistili zvySenou expresi LINGO-1 (koreceptor NgR1) v substantia nigra u pacientii
s Parkinsonovou chorobou i jejich animalnich modelech. Genova delece nebo akutni blokada
LINGO-1 vedla ke zvySenému piezivani neurond.

Retikulony jsou také podeziivany z mozné role v hereditarni spastické paraplegii.
Castou piicinou této choroby jsou mutace spastinu, proteinu, jehoZ vazebnymi partnery jsou
pravé retikulony (Mannan a kol., 2006).

Zvysena exprese hipokampalniho Nogo-A se projevuje u lidskych pacientl
s epileptickymi lozisky ve spankovém laloku, miize se zde podilet na regulaci patologické

neuroplasticity a pfedchazet degeneraci neuroni (Bandtlow a kol., 2004).
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Yan a kol. (2006) navrhuji hypotézu, ze retikulony maji primarné¢ vyznam
v intracelularnim transportu proteinii a fungovani endoplasmatického retikula. Pii naruSeni
jejich funkce dochazi k patologickym zméndm v lokalizaci ¢i expresi fady jinych proteint,
coz muze byt spoleénym podkladem riiznych neurodegenerativnich poruch, jako je AD,

ALS ajiné.

2.3.5. Nogo proteiny a jejich vazebni partnefi v mrtvici a jejich modelech

Podpora neuroplasticity je velmi dileZita v terapii mozkové mrtvice. Cela fada praci
ukézala, ze blokdda Nogo-A ¢i jeho receptori vede ke zlepSenému funkénimu zotaveni
po mrtvici.

V modelu mrtvice, vyvolané trvalou okluzi arteria cerebri media (MCAO),
lze vyvolat kompenzacni neuroplasticitu (zejména v kontralateralnich oblastech kortexu),
vedouci ke zlepSeni motorickych dovednosti, akutni blokddou Nogo-A pomoci specifickych
protilatek (Markus a kol., 2005, Papadopoulos a kol., 2002, Seymour a kol., 2005, Tsai a kol.,
2011, Wiessner a kol., 2003) ¢i fragmentem NgR1 (Lee a kol., 2004). Akutni blokada byla
ucinna také u fototrombotického modelu mrtvice (Lee a kol., 2004, Wiessner a kol., 2003).
Po MCAO provedené u starych potkant (18 mésiclt) méla protilatka proti Nogo-A vyznamny
efekt i na zlepSeni dlouhodobé paméti ve vodnim bludisti v Gloze zaméfené na dlouhodobou
pamét’ (Gillani a kol., 2010). Tyto zakroky vétsinou neovlivnily velikost poskozené oblasti.

Wang a kol. (2010a) ukézali, Ze v jadrech talamu akutni blokdda NgRI
(podani peptidu NEP1-40) po MCAO jednak potlaci expresi Nogo-A v oligodendrocytech,
jednak snizi poSkozeni neuronli v podminkach ischémie a podpofi axonalni regeneraci. Také
umlceni (knockdown) NgR1 metodou RNA interference zlepsi axonalni regeneraci a funkcni
zotaveni po MCAO, i1 kdyz neovlivni velikost infarktu.

Také genové delece byly v modelech mrtvice vyzkousSeny. Lee a kol. (2004) zjistili
vyrazné zlepSeni motorickych funkei po fototrombotické 1ézi u potkant s vyfazenim Nogo-A
a B, anebo deleci NgR1. Adelson a kol. (2012) zjistili mensi rozsah infarktu a vyraznéjsi
funk¢ni zotaveni u mysi s deleci PirB po MCAO.

U jinak intaktnich zvifat Ize po mrtvici nebo mozkové ischémii pozorovat zvySenou
expresi Nogo-A, NgR1 a jejich efektoru Rho-A (Eslamboli a kol., 2006, Cheatwood a kol.,
2008, Jiang a kol., 2009, Wang a kol., 2010a), nejvétsi narist Nogo-A je patrny v okoli
posSkozenych axont a dendritt (Wang a kol., 2007). V oblasti ischemické penumbry je

zvySena také exprese receptoru PirB (Gou a kol., 2013).
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Otevienou otazkou je role Nogo-A a jeho receptord v akutni fazi ischemického
poskozeni. Genova delece NgR1 velikost nekrotické oblasti neovlivni (Lee a kol., 2004),
akutni blokdda NgR1 ma pfi ischémii v talamu neuroprotektivni vliv (Wang a kol., 2010a),
stejn¢ jako genova delece PirB (Adelson a kol.,, 2012). Pfi doCasné ischémii s reperfuzi
vykazuje Nogo-A — nebo pfinejmensim specificky region jeho aminoterminalni domény —
neuroprotektivni ptisobeni (Guo a kol., 2013b). Tomu odpovida 1 zjisténi, ze blokada nebo
genova delece Nogo-A béhem akutni faze ischemického poSkozeni zhorSuje odumirdni
neuronll i mortalitu modelovych zvitat (Kilic a kol., 2010). Lee a kol. (2004) ovSem u mysi
s deleci Nogo-A i B nezaznamenali vétsi poskozeni mozku po permanentni MCAO — byl zde
naopak trend ke zmenSeni velikosti infarktu. Je mozné, Ze tento rozdil byl zplisoben
odlisnostmi v modelu ischemického poSkozeni (napt. piitomnosti reperfuze) anebo

charakterem genové delece.

2.3.6. Nogo a NgR1 ve schizofrenii

Vedle neurodegenerativnich  chorob  hraji Nogo proteiny roli  také
v neuropsychiatrickych onemocnénich, jakymi jsou schizofrenie nebo bipolarni porucha.
V této kapitole budou shrnuta zjisténi u lidskych pacientd. Animalni modely budou
samostatné diskutovany nize, jednak proto, ze se bezprostiedné vztahuji k tématu této prace,
jednak proto, ze mezi schizofrenii a jejimi animalnimi modely existuje velmi obtizné

piekonatelna propast.

Schizofrenie je zdvazné onemocnéni, postihujici asi 1 % populace. Nejcastéji propuka
v rané dospélosti, prubéh je ale dost variabilni, mize dochédzet k remisim s opétovnymi
relapsy, Uplnému ¢i ¢asteCnému uzdraveni anebo progresivnimu zhorSovani stavu. Klinické
symptomy schizofrenie délime na pozitivni (agitovanost, halucinace, bludy, poruchy
formalniho mysleni), negativni (citovd oplostélost, abulie, anhedonie a socialni staZeni)
a kognitivni (zhorSené zpracovani informaci, poruchy pozornosti, mysleni, uceni a paméti,
dezorientace, zhorSeni exekutivnich funkci). V disledku toho tato choroba velmi tézce
postihuje kvalitu Zivota pacienti i jejich spolecenské uplatnéni.

Schizofrenie je povazovdna za neurovyvojovou poruchu (Goldman-Rakic, 1995,
Lewis a Levitt, 2002), ovliviiovanou celou fadou rizikovych faktorti pre- i postnatalné,
s predpokladanym vlivem genetick¢ zaté¢ze. Vedle klinicky patrnych projevi je
doprovazena také funkcénimi, morfologickymi a neurochemickymi zménami v mozku.

U pacientil je pozorovan ubytek bilé hmoty mozkové, abnormality v myelinizaci
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a pocetnosti 1 funkci oligodendrocytii (Davis a kol. 2003, Takahashi a kol., 2011). Ty by se
mohly podilet na abnormalni konektivité¢ neuronalnich siti a zhorSené komunikaci mezi
jednotlivymi ¢astmi mozku, v€etné naruSeného zapojeni prefrontdlni kiry, které je pro toto
onemocnéni typické (Bunney a Bunney, 2000, Haroutunian a Davis, 2007). Souvislosti
nasvédcuje i to, ze posledni stddium myelinizace v prefrontalni klife probiha v obdobi ¢asné
dospélosti, kdy se Casto objevuji i prvni projevy schizofrenie. Na propojeni mezi geny
asociovanymi s oligodendrocyty ¢i myelinem a pravdépodobnosti vzniku schizofrenie ukazuji
také genetické asociacni studie. Vedle zmén v konkrétnich genech vSak muze byt dilezita
1 posttranskripcni regulace exprese proteinovych produktl, zprostfedkovana systémem
miRNA (Beveridge a Cairns, 2012). Ptehled praci tykajicich se abnormalit bilé hmoty
a myelinu ve schizofrenii podavaji Willi a Schwab (2013).

Novak a kol. (2002) popsali u schizofrennich pacientii zvySenou expresi Nogo mRNA
(izoformy nerozliSeny). Néslednd prace na jiném vzorku pacientti (Novak a Tallerico, 2006)
ukazala nadmérnou expresi transkriptu Nogo-C v mozcich schizofrenikli a naopak snizenou
expresi Nogo-B v prefrontdlni klife pacientd s depresi, zatimco u bipolarni poruchy nebyla
nalezena zadna zména. V mozcich schizofrenikl byl nalezeno i mirné sniZeni exprese NgR1
na urovni transkriptu (Hsu a kol., 2007).

Gen nogo je umistén na chromozomalnim lokusu 2p13—-14 (Yang a kol., 2000), ktery
je vnekterych genomovych studiich asociovan se schizofrenii (Coon a kol., 1998,
Shaw a kol., 1998, Straub a kol., 2002). V neptepisované oblasti (3’-UTR) genu nogo je
lokalizovan polymorfismus spojeny s insercemi CAA a TATC (Novak a kol., 2002). Inserce
v tomto misté koreluji s vyrazné zvySenou expresi transkriptu (Novak a Tallerico, 2006).
Vyskyt homozygottl pro tento polymorfismus je pfitom vyssi mezi schizofreniky nez u zdravé
populace (Novak a kol., 2002). Tan a kol. (2005) potvrdili zvySené riziko schizofrenie spojené
s timto polymorfismem, oviem pouze u osob Zenského pohlavi. Rada dalsich studii oviem
spojeni tohoto polymorfismu se schizofrenii nepotvrdila (Covault a kol., 2004, Gregorio
a kol., 2005, Chen a kol., 2004, Xiong a kol., 2005). Byly také nalezeny asociace dvou

polymorfismt v jediném nukleotidu (SNP) genu nogo se schizofrenii (Jitoku a kol., 2011).

Gen pro NgRI1 lezi na chromozomalnim lokusu 22q11.2 (Hsu a kol., 2007), jehoz
mikrodelece jsou asociovdny se zdvaznymi duSevnimi poruchami, které zahrnuji poruchy
pracovni paméti, pozornosti a exekutivnich funkei (v€etné zvladani konfliktu mezi rliznymi

skupinami stimulti, Bish a kol., 2005), naruseny senzorimotoricky gating, emoc¢ni problémy
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(anxieta, deprese, socidlni stazeni) a obsedantné-kompulzivni chovani. Doprovazi je
anatomické zmény, jako je zmenSeny objem mozku, zvétSeni mozkovych komor
a abnormality bilé hmoty (pfehled viz Borrie a kol., 2012, Hsu a kol., 2007). Mikrodelece
v tomto lokusu zvysuji riziko rozvoje schizofrenie, a jsou zodpovédné asi za 2 % piipada
tohoto onemocnéni (Karayiorgou a kol., 1995, Liu a kol., 2002). To, ze gen NgRI1 lezi
vtomto lokusu a jeho produkt je dulezity pro neuroplasticitu, spravny vyvoj CNS
a myelinovych pochev, vede k hypotéze, Zze pravé NgR1 by mohl s rozvojem schizofrenie
souviset.

Zavery studii hledajicich korelace mezi polymorfismy genu pro NgR1 a schizofrenii
se ruzni. N&které prace nalezly slabé, leC signifikantni spojeni mezi jeho polymorfismy
a rizikem propuknuti schizofrenie (Hsu a kol., 2007, Liu a kol., 2002, a Budel a kol., 2008 —
zde ale jen u jednoho ze tfi zkoumanych populacnich vzorki), jiné nikoli (Meng a kol., 2007,
Pasaje a kol., 2011). Vliv zde zfejm¢ hraje i pohlavi zkoumanych osob (Fallin a kol., 2006,
Hsu a kol., 2007). U pacientil se schizofrenii byvaji nalézany vzacné alely NgR1, které se u
zdravych osob nevyskytuji (Budel a kol., 2008, Hsu a kol., 2007, Sinibaldi a kol., 2004), a
bylo ukazano, ze tyto mutace ovliviluji rizné aspekty fungovani NgR1, a omezuji jeho

schopnost potlacovat axonalni riist na myelinovém substratu (Budel a kol., 2008).

Je zajimavé, Ze asociace se schizofrenii byly nalezeny také u dalsiho MAI, proteinu
MAG. Také popsané spojeni mezi schizofrenii a komplexem MHCI miZe byt v této
souvislosti relevantni, protoze MHCI je stejné jako MAI vazebnym partnerem receptoru PirB

(ptehled viz Willi a Schwab, 2013).

Poznatky osvétlujici roli oligodendrocytli a exprese proteinii spojenych s myelinem,
véetné Nogo a jeho receptord, v patogenezi schizofrenie pochazeji predevsim ze dvou zdroji
— jednak z post mortem studii mozkl pacientd, jednak z genetickych asociacnich studii. Studie
zaméiené na genetiku schizofrenie ovSem nardzeji na malou replikovatelnost zjisténych
asociaci (Voineskos a kol., 2009) a velké mnozstvi Casto velmi rtiznorodych gent, které jsou
se schizofrenii spojeny (Willi a Schwab, 2013). Neni to ale piekvapivé, vzhledem k tomu,
ze schizofrenie je podle v§eho onemocnénim heterogennim a multifaktoridlné podminénym.
Jakékoli vysvétleni zalozend pouze na genetickém pohledu tedy museji byt nutné¢ netplna.
To jisté plati 1 o spojeni mezi Nogo a NgR1 se schizofrenii — mutace v téchto genech jsou
pfimou pfi¢inou schizofrenie jen u velmi malého procenta pacientli, anebo jsou jen jednou

z mnoha moznych dil¢ich pfic¢in.
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2.4. Chovani a kognitivni funkce v animalnich modelech s narusenim Nogo-A
dependentni signalizace

Protein Nogo-A a jeho receptory byly zpocatku studovany v animalnich modelech
pfedevsim z hlediska neurovyvojového, a jako inhibitory regenerace po zranéni CNS. Jejich
potencialni vliv na chovani a kognitivni funkce byl proto v fad¢é praci zcela ¢i z vétsi Casti
opomijen. Tato situace se zmeénila, teprve kdyz byl demonstrovan vyznam Nogo-A a jeho
receptort pro synaptickou plasticitu, a objevily se dikazy spojujici tyto proteiny
s neuropsychiatrickymi onemocnénimi. Diiraz se v pozdé¢jSich studiich klade na ulohy
testujici ueni a pamét (u nichz se predpokladd vyznam synaptické plasticity) a dale
na zvifeci chovani obdobné symptomim akutni schizofrenie u ¢lovéka (tzv. schizofrenii
podobné chovani), poptipad¢ schizofrenii piibuzné endofenotypy (rysy chovani souvisejici se

schizofrenii, ale nezavislé na pfitomnosti akutni psychotické ataky).

2.4.1. Uvod k animalnim modeliim schizofrenie

Animalni modely psychiatrickych onemocnéni jsou problematickou a ponckud
kontroverzni oblasti. PfisluSna onemocnéni jako takova jsou ryze lidskym fenoménem,
a u zvifat je tedy nelze vyvolat, nybrz pouze napodobit. Rozhodujici je potom mira validity
takového modelu (Lipska a Weinberger, 2000).

Fenomenologicka validita udava, nakolik se pfiznaky vyvolané u laboratornich zvirat
shoduji s témi, které jsou pozorovany u lidskych pacienth v klinické praxi. Jiz na této
a tedy nemoZznosti nahlédnout do jejich subjektivniho prozivani. Objektivné pozorovatelné
ukazatele totiz Casto nebyvaji pro dané onemocnéni dostate¢n¢ specifické. Jednoznacéné
zavery Casto komplikuje 1 rozmanitost projevi u lidskych pacienti, kdy jsou rizné symptomy
manifestovany v rizné mife nebo mohou chybét zcela, coz opét ztéZuje srovnani s animalnim
modelem.

Konstrukéni validita udava, do jaké miry odrazi model etiopatogenezi (komplex
pri¢in vzniku a mechanismii rozvoje) choroby u ¢lovéka. U psychiatrickych onemocnéni je
Casto obtizn¢ posuzovatelnd, protoze jejich pfiCiny zpravidla nezname. Modely urcitého
onemocnéni proto mohou byt isté¢ symptomatické, anebo vychézet z riznych hypotéz o jeho
puvodu a napomahat jejich testovani, hovoftit o konstrukéni validit¢ v pravém slova smyslu

vSak lze jen vyjimecné.
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Koneé¢né¢ prediktivni validita hodnoti citlivost pfiznakd na 1éky ovlivitujici prabéh
modelované choroby, zde napi. antipsychotika. Je velmi dilezitd pro praktickou aplikaci
modelu pfi hledani novych 1éciv. Jeji hodnoceni je nicméné problematické v ptipadé chorob,

pro néz je v humanni medicing k dispozici jen symptomaticka nebo paliativni 1é¢ba.

Schizofrenie u Clovéka se projevuje tfemi zdkladnimi skupinami symptomu.
K pozitivnim symptomim ftadime celkovou agitovanost, pfitomnost halucinaci, bluda
a poruch formalniho mysleni, k negativnim symptomiim citovou oplostélost, ztratu vile,
anhedonii a socidlni stazeni, samostatnou skupinu piedstavuji kognitivni symptomy,
zahrnujici poruchy mysleni, u¢eni a paméti.

V animélnich modelech schizofrenie je jednim ze zakladnich projevii naruseny
senzorimotoricky gating (naruseni prepulsni inhibice ulekové reakce). Tento projev je
pro schizofrenii charakteristicky, ne vSak zcela specificky, protoze se objevuje i u jinych
neuropsychiatrickych onemocnéni. Déle se hodnoti hyperaktivita nebo hyperlokomoce
a stereotypni chovani jako obdoba pozitivnich symptomt u ¢lovéka. Vyhybani se socidlnim
kontaktiim je negativni symptom, ktery se projevuje podobné u lidi i zvifat. Perseverace
(ztrata kognitivni flexibility), poruchy asociativniho uceni a pozornosti (snizena latentni
inhibice) a jiné kognitivni deficity odraZeji kognitivni symptomy. Casto je posuzovana také
reakce na farmaka, naptiklad podani dopaminovych agonistii (amfetamin) by mélo u modelu
schizofrenie symptomy vyostfit, podobné jako podani antagonisti NMDA receptorli

(dizocilpin, fencyklidin).

Genetické modely schizofrenie, kam Ize priace zaméciené na delece, mutace
a kvantitativni zmény exprese genli Nogo-A a NgR1 pocitat, predstavuji slibny pfistup
k modelovani schizofrenie, maji nicméné sva omezeni. Schizofrenie u ¢lovéka je komplexni
onemocnéni, s prispévkem vétstho mnozstvi genetickych i1 environmentalnich faktort.
Je co do puavodu patrné heterogenni a navic zna¢né variabilni ve svém projevu. Mutace
v genech kodujicich proteiny Nogo a NgR1 se objevuji jen u malého procenta schizofrenikd,
nemuze tedy jit o model univerzalné platny (Willi a Schwab, 2013). Je ovSem mozné, ze vétsi
celé fady genti (Beveridge a Cairns, 2012, Forstner a kol., 2013, Schizophrenia Psychiatric
Genome-Wide Association Study (GWAS) Consortium, 2011, Xu a kol., 2012, piehled
viz Willi a Schwab, 2013). Do tohoto vzdjemné provazaného systému ziejm¢ zapadaji

i proteiny NgR1 a Nogo.
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Podrobnéjsi prehled k animalnim modelim schizofrenie viz Bubenikova-Valesova

a kol. (2008a), Jones a kol. (2011), Willi a Schwab (2013).

2.4.2. Transgenni modely zaméiené na Nogo-A

Rada praci zabyvajicich se zvifaty s deleci Nogo-A nepopisuje zadné nebo téméf
zadné behavioralni projevy. Mnohdy je to ovSem proto, ze byly provedeny jen zakladni nebo
dokonce zadné behavioralni testy, proto podobné prace maji jen malou vypovédni hodnotu.
Chovani a kognici zacala byt vénovana zvySend pozornost teprve v nedavné dobé,
v souvislosti s navrzenym spojenim mezi Nogo-A a dusevnimi poruchami.

Marklund a kol. (2009) neuvadéji motorické, anatomické ani behavioralni zmény
u dvojité delece Nogo-A a B, bohuzel chovani nebylo cilené studovano. Podobné tomu bylo
v praci Cafferty a kol. (2010) s deleci Nogo, MAG a OMgp. Kim a kol. (2003b) zaznamenali
z behavioralnich projevli pouze nesignifikantné zvySenou thigmotaxi mysi s deleci Nogo-A
v otevieném poli. Lee a kol. (2010) ovSem nalezli v tomtéz testu na podobném modelu
vyznamné zmény v lokomoc¢ni aktivité. Nezménéné kognitivni schopnosti v Morrisove
vodnim bludisti (MWM) po deleci vSech tii izoforem proteinu Nogo nalezli Masliah a kol.
(2010).

Simonen a kol. (2003) pti prvotni charakterizaci mysi s deleci Nogo-A (bez zvlastniho
diirazu na chovéni) rovnéz nezaznamenali zadné behavioralni zmény. Pozdé&ji vSak byly
umysi s totoznym typem genové manipulace (byt s odliSnym genovym pozadim) nalezeny
vyznamné behavioralni anomalie.

Willi a kol. (2009) na tomto modelu provedli podrobnéjsi behaviordlni testovani,
jaké do té doby u zvifat s deleci Nogo-A chybélo. Zjistili normalni citlivost k bolesti,
nenarusenou ulekovou reakci na zvukovy stimul, neovlivnéné strachové podminovani,
nezménéné projevy explorace a anxiety ve vyvySeném kiizovém bludisti a rovnéz normalni
uceni v neprostorové uloze aktivniho vyhybani (two-way active avoidance learning)
1 prostorovém testu MWM. Zajimavé bylo zjisténi lep$i motorické koordinace na rotujicim
valci (Rotarod test) u zvitat s deleci Nogo-A oproti kontroldm. Studovana byla i cirkadianni
aktivita. Pfi bézném cyklu 12 hodin svétla a 12 hodin tmy jevila transgenni zvifata normalni
rytmicitu chovani, nicméné vykazovala vyraznou hyperaktivitu béhem tmavé faze dne, nikoli
vSak za svétla. Hyperlokomoce po podani amfetaminu byla také u zvirat s deleci Nogo-A

dramati¢téjsi nez u kontrol, coz ukazovalo na zmény v neuropienasecovych systémech.
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Navazujici studie Willi a kol. (2010) pokradovala ve zkoumani stejného modelu
a soustfedila se cilené na potencidlni projevy podobné schizofrenii. Ve vyvySeném kiizovém
bludisti a testu otevien¢ho pole nebyly nalezeny zadné zmény v chovani, coz souhlasi
ovlivnény. Navzdory zachovanému sluchu i normalni ulekové reakci byla u transgennich
mysi snizena prepulsni inhibice ulekové reakce, coz je dulezity symptom schizofrenii
podobného chovéani. SniZzena latentni inhibice ukazuje na zhorSené asociativni uceni,
a také behaviordlni flexibilita hodnocend pii pfeuceni (reversal) ve vodnim T-bludisti byla
zhorSena. Ob¢ tato pozorovani poukazuji na pritomnost kognitivniho deficitu. V socialnim
chovani nebyly zadné zmény zaznamenany. Potvrzena byla hyperlokomoce vyvolana
amfetaminy. Detailngji byly hodnoceny zmény v neuroptenasecovych systémech, kde byly
nalezeny abnormality v hladinach dopaminu a serotoninu (nikoli vSak GABA a glutamatu)
a v expresi D2 receptorti. Tyto vysledky ukazuji, ze studované transgenni mysi mohou byt
povazovany za model schizofrenie, nebo alespon nékterych jejich projevii.

Willi a kol. (2010) pro srovnani pouzili také akutni blokadu Nogo-A protilatkou, ktera
nezménila reaktivitu na amfetamin, ani expresi D2 receptort. To ukazuje, ze zmény vznikajici
po deleci Nogo-A jsou spiSe disledkem naruseného vyvoje CNS, nez akutnich zmén
v synaptické plasticité. Za zminku stoji, ze ve starSich studiich podani protilatky neovlivnilo

ani pozd¢jsi u¢eni v MWM (Lenzlinger a kol., 2005, Marklund a kol., 2007).

2.4.3. Transgenni modely zamérené na receptory NgR1 a PirB

VEtsi pocet praci se vénoval mySim s deleci genu pro NgR1. UZ prvni znich,
Kim a kol. (2004), nalezla behavioralni abnormality, zejména snizenou lokomoci a zvysenou
thigmotaxi v testu otevien¢ho pole (snad odpovidajici zvySené anxieté), a motorické
poskozeni pti behani na rotujicim valci (Rotarod test).

Hsu a kol. (2007) jiz cilené testovali hypotézu, Ze mutace pfislusného genu mohou mit
podil na vzniku schizofrenie. U nové linie mysi se zablokovanou expresi NgR1 zaznamenali
v testu otevieného pole sniZzenou lokomoci a panackovani, s nesignifikantnim trendem
ke zvySené thigmotaxi (coz odpovidd zavérim Kim a kol., 2004, ziskanym ale na jiném
modelu), ale normélni priibéh habituace na nové prostiedi (vyvoj lokomoce v ¢ase). Zajimavé
je, ze zmény chovani v otevieném poli byly pfitomny u homo- i heterozygotti pro knockout
alelu. Preference tmavého prostiedi (light/dark test) zlstala zachovana. Prepulsni inhibice
ulekové reakce (PPI) byla normélni, dokonce u mutantnich mysi nesignifikantné vyssi,

s mensi mirou ulekové reakce (coz odporuje hypotéze schizofrenii podobného chovani).
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Uloha zaméfena na depresivni chovani (test zavéSeni mysi za ocas) neodhalila rozdil mezi
obéma skupinami, zcela normalni byla i1 reakce na bolestivé podnéty. Rozdily se neobjevily
ani v Ulohach strachového podmiiiovani, také pracovni pamét’ hodnocena v uloze opozdéné
alternace ve vodnim T-bludisti byla normélni. U transgennich mysi tedy byly nalezeny
behavioralni abnormity, ne vSak takové, které by bylo mozno interpretovat jako schizofrenii
podobné chovani. Snizena lokomoce nicméné nemusi spojeni se schizofrenii zcela vylucovat,
protoZze u pacientil s deleci chromozomalniho lokusu 22ql11.2 (lokus asociovany se
schizofrenii, obsahujici mj. gen pro NgR1) byvaji pfitomny i motorické obtizZe.
Ke zodpovézeni otdzky, zda knockout nezvySuje alespoii nachylnost ke schizofrenii
podobnému chovani, byla provedena dalsi série testii s mySmi, které byly v raném véku
vystaveny pusobeni dizocilpinu (MK-801), coz by mohlo vést ke schizofrenii podobnym
symptomliim v dospélosti. Ani tato domnénka se nepotvrdila. PPI ziistala nezménéna, stejné
jako spontanni alternace. U zvifat s aplikaci MK-801 v kritickém vé€ku se objevily zmény
lokomoce — u normalnich mysi byla zvySena, zatimco u mysi s knockoutem NgR1 se déle
snizila. Zminéné experimenty tedy neukézaly, ze by absence NgR1 vedla ke schizofrenii
podobnym projeviim u mysi, a autofi se piiklanéji k pohledu, Ze i u lidi je role mutaci NgR1
ve schizofrenii jen dil¢i. PoSkozeni genu ¢i zmény v expresi proteinu by napiiklad mohly
destabilizovat neuralni obvody a tim usnadiiovat, ne vSak pfimo vyvolavat propuknuti dusevni
poruchy.

Prace Budel a kol. (2008) byla svym zaméfenim velmi podobna piedeslé,
pouzila ovSem jinou transgenni linii (stejnou jako Kim a kol., 2004). U této linie se alespon
n¢které znamky schizofrenii podobného chovani (nebo endofenotypi) objevily.
T-bludisti. Mutantni mysi si ilohu pomaleji osvojovaly a i pozdéji délaly mnohem vice chyb,
coz ukazuje na zhorSeni pracovni paméti. Naopak dlouhodobéd pamét’, hodnocend ve vodnim
radialnim bludisti a uloze pasivniho vyhybani, byla zachovana. Preference tmavého prostiedi
pied svétlym nasvédCovala také normalni mife uzkosti. V PPI se na urovni skupin neobjevil
statisticky signifikantni rozdil, ov§em vyznamny pocet mysi z knockoutové linie vykazoval
uplné chybéni PPI, coz ukazuje, Ze vyfazeni NgR1 ma na tento parametr vliv, ktery je ovSem
modulovan dal$imi, individualnimi faktory. Podle zavéra této prace delece NgR1 vede
ke schizofrenii podobnému chovani nebo alespoii né€kterym jeho piiznakiim, neovliviiuje

ovSem dopaminergni systém, jak by se u pravého modelu schizofrenie ocekévalo.
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Z4dné motorické ani kognitivni (v MWM) dopady vyfazeni NgR1 nezaznamenali
Hénell a kol. (2010). Také Park a kol. (2006b) nenalezli zhorSeni pracovni prostorové pameéti
ve vodnim radialnim bludisti u mys$i s deleci NgR1.

Karlén a kol. (2009) se zaméfili na kognitivni funkce, a pouzili zcela novy model mysi
s inducibilnim zvySenim exprese NgR1 v neuronech mozku. Mysi s nadmérnou expresi NgR1
vykazovaly selektivni zhorSeni velmi dlouhodobé paméti (testy v MWM s prodlevou
30 a 60 dnt po osvojeni), ale zadné poskozeni béZzné dlouhodobé paméti
(prodleva 1 den ¢i mén¢). Pokud byla do urcité doby po osvojeni tlohy (do 10 dnil) zvySena
exprese NgR1 vypnuta, poskozeni velmi dlouhodobé paméti se neobjevilo. Pozorovana byla
1niz8i preference béhani v kolecku, ktera by mohla souviset se zhorSenym motorickym
ucenim, nebo jinymi behaviordlnimi zménami (napf. snizend motivace).

Lazar a kol. (2011) pouzili mysi model s uméle vyvolanou mutaci NgR1 vedouci
k zdméné¢ aminokyseliny ve vazebném misté pro Nogo-A, coz se podobd né€kterym mutacim
zaznamenanym u schizofrenikii. Tento zakrok ovlivnil chovani mysi, souvislost se
schizofrenii zde ale neni jasna. Mutantni mysi mély normalni prepulsni inhibici tlekové
reakce. Vtestu preference socidlniho kontaktu preferovaly pfitomnost jiné mysi
(zatimco kontrolni zvifata nikoli) a byly méné anxiozni, zda se tedy, Ze mutace zmirnila
uzkost vyvolanou pfitomnosti neznamého jedince. Jako test prostorové kognice byla pouzita
analogie Morrisova vodniho bludisté, kde zvifata neplavou, ale brodi se v mélké vode,
a hledaji unikovy otvor namisto ostrivku (paddle pool). Osvojeni tlohy probihalo u obou
skupin stejné, pfi prostorovém preuceni ovSem kontrolni zvifata délala vyrazné vice chyb.
Autoti vysledek interpretuji tak, ze pamétova stopa pro ptvodni polohu tnikového otvoru
byla u kontrolnich zvitat siln&j$i a pomaleji vyhasinala, nicméné moZzna jsou i jina vysvétleni.
Pozorované efekty nebyly obecné pfilis silné, a jejich charakter nenasvéd€uje tomu, Ze by $lo
o schizofrenii podobné chovani (kde by mély byt zmény spiSe opacného razu). To ale mlze
byt dano charakterem pouzité mutace. Zejména v piipad¢é socialnich interakci je navic
vypovédni hodnota mysiho modelu pomérné mald, protoze socialni chovani mysi je méné
podobné lidskému nez tieba u potkana.

Prace studujici vliv NgR1 na synaptickou plasticitu jakozto korelat uceni ukazuji,
ze NgR1 tlumi vliv expozice novym zazitkim na morfologii neuront. Delece NgR1 snizuje
prah pro objeveni plasticity dendritickych trnti v disledku zkuSenosti a destabilizuje

Jiz existujici pamétové stopy (Akbik a kol., 2013).
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Zajimavé je, ze 1 NgR2 je zapojen do regulace synaptické plasticity v hipokampu,
kde reguluje morfologii dendritickych trnli, a jeho delece ma vliv na chovéani — neovliviiuje
sice uceni, pamét ani flexibilitu v Morrisové vodnim bludisti ani senzorimotorické
schopnosti, vede ale ke snizenym projeviim anxiety ¢i depresi podobného chovani v testech

otevieného pole, zavéSeni mysi za ocas a strachového podminovani (Borrie a kol., 2014).

Receptor PirB je =zatim =z behaviordlniho hlediska prozkoumdn jen malo.
Adelson a kol. (2012) popsali u mysi s jeho deleci facilitované motorické uceni. Podobné
ucinky méla v nékterych studiich delece Nogo-A (Willi a kol., 2009) a NgR1 (Akbik a kol.,

2013), v praci Kim a kol. (2004) ovSem delece NgR1 motorické uc¢eni naopak zhorsila.

Ackoli praci s vyfazenim nebo jinou manipulaci NgR1 byla publikovana fada,
pozorované projevy nejsou prili§ konzistentni, a neodpovidaji ani projeviim u mysi s deleci
Nogo-A, ani o¢ekavanym fenotypiim u modelu schizofrenie. Vyznamna je v tomto ohledu
zejména absence jasného postizeni PPI. V piipadé¢ Nogo-A nebyly symptomy schizofrenii
podobného chovéni u fady existujicich transgennich modelll viibec zkoumany, s vyjimkou
studii Willi a kol. (2009, 2010), které siln¢ nasvédcuji tomu, Ze mysi s deleci Nogo-A
schizofrenii podobné chovani opravdu vykazuji. Tento pohled podporuji i data z potkaniho
modelu.

Piehled vysledka ziskanych s transgeny Nogo-A a NgR1 s ohledem na potencialni
schizofrenii podobné chovani viz Borrie a kol. (2012), Voineskos a kol. (2009)
a Willi a Schwab (2013).

2.4.4. Transgenni potkani se sniZenou expresi Nogo-A

Odpovéd’ na mnohé otdzky obestirajici inhibitory axonalniho riistu by mohl pfinést
revoluéni model, jimZ jsou transgenni potkani se snizenou expresi (knockdown) Nogo-A.
Prave tento model je tGstfednim tématem experimentalni ¢asti této disertacni prace.

Linie transgennich potkanti byla pfipravena vramci mezinarodni spoluprace
v ustavech Central Institute of Mental Health (Mannheim, Némecko), Lékatské fakulty
Heidelberské univerzity (Heidelberg, Némecko), ETH Ziirich (Curych, Svycarsko)
a University v Curychu. Pfiprava transgenu je podrobnéji popsana v publikacich Tews a kol.

(2010, 2013).
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Do genomové DNA téchto zvifat byl vpraven genovy konstrukt kodujici miRNA,
komplementarni k mRNA pro Nogo-A protein, a sniZujici jeho expresi mechanismem RNA
interference. Dochdzi k vazbé miRNA na mRNA pro Nogo-A, coz jednak brani translaci této
mRNA, jednak vede k jejich urychlené degradaci. Diky tomu se exprese proteinu vyrazné
sniZi.

Transkripce insertu (zprostiedkovand RNA polymerazou typu II) je spousténa
promotorem CAG, ktery je aktivni pfedev§im v neuronech. Transkript se sklada z intronické
sekvence, obsahujici miRNA, za niZ nasleduje sekvence kodujici mRNA pro zelené svitici
protein EGFP. Ten slouzi jako reportérovy gen — diky zelené fluorescenci lze identifikovat
bunky, v nichZz je transkript exprimovan, exprese EGFP je navic umérna expresi miRNA
a predstavuje tedy i kvantitativni signal.

Genovy konstrukt byl vloZen do oocytl potkanii outbredniho kmene Sprague-Dawley.
Z n¢kolika zakladatelskych linii byla nakonec vybrana linie L2, u niz byla exprese EGFP

nejvyssi, a zaroven mendelovsky dédicna.

Model transgennich potkani je v mnoha aspektech vyhodnéj$i nez mySi model
s tplnou deleci, v dalSich je s nim komplementarni. Pouzity zdsah by mél vyrazné¢ omezit
expresi proteinu Nogo-A, ale zaroven by nemusel spustit silné kompenza¢ni mechanismy
patrné u zvifat, jimz byl pfisluSny gen odstranén upln€. Navic je ponckud blizsi
predpokladanému stavu u osob s mutaci piisluSného genu, kde je zmé€néno mnozstvi nebo
funk¢énost Nogo-A, protein vSak v mozku nechybi zcela (Willi a Schwab, 2013), poptipadé
situaci u pacientd lécenych podanim protilatky proti Nogo-A.

SniZzeni exprese Nogo-A je u transgennich potkanii vazano pfedevSim na neurony,
u jinych bunéénych typli neni obsah tohoto proteinu vyrazné¢ zménén. To na jednu stranu
predstavuje zdsadni rozdil oproti modelim s uplnou deleci, na druhou stranu to umoziuje
zkoumat praveé vyznam neuronalni exprese Nogo-A.

Potkani pfedstavuji obecné mnohem lepsi model kognitivnich a socidlnich aspektt
chovani nez laboratorni mysi (Tews a kol., 2013, Willi a Schwab, 2013). Mohou u nich byt
aplikovany zavedené metody studia chovéni, schopné odhalit i pomérné jemné deficity, které
by u transgennich mysi mohly zistat nepov§imnuty, naptiklad mirné poskozeni kognitivnich
funkci, poSkozeni behaviordlni flexibility (Wesierska a kol., 2005) nebo tzv. schizofrenii
podobné chovani (Stuchlik a kol., 2004). Také z hlediska socidlniho chovani je potkan lepSim
modelem clovéka nez mys. Dale jsou potkani pro své vétsi rozméry vhodnéjsi pro

elektrofyziologicka méteni nebo chirurgické zakroky.
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Transgenni potkani byli vprvni tfadé¢ dikladné prozkouméani po molekularné-
biologické strance. Potvrdil se predpoklad, Zze insert by mél byt nejvice aktivni prave
v neuronech. Exprese EGFP markeru byla pozorovatelnd ve 48,8 % kortikalnich neuronti
a72,8% neuronli v hipokampu, chybél ale v oligodendrocytech a hipokampalnich
interneuronech. V kortexu potkanti linie L2 bylo mnozstvi mRNA pro Nogo-A sniZzeno na
50 % oproti kontroldm, mnozZstvi proteinli stanovené pomoci metody Western blot kleslo
dokonce na 30 % kontroly. V hipokampu bylo mnoZstvi proteinu sniZeno na 70 % kontrolniho
stavu. Imunofluorescenéni stanoveni ukézalo pokles proteinu Nogo-A na 70 % v cingulu,
na 40 % v motorické kuie a hipokampu a 60 % v mozecku. V priméru byla exprese Nogo-A
v neuronech CNS sniZena asi na 50 % obvyklého stavu. DlleZitym zavérem je také absence
kompenzacniho zvyseni exprese Nogo-B (Tews a kol., 2013).

Po neurochemické strance je zajimavd zvySena hladina serotoninu, ale normalni
mnozstvi dopaminu, v prefrontalni kife (PFC). V dorsalnim striatu a nucleus accumbens byly
hladiny dopaminu a serotoninu nezménény (Enkel a kol., 2014). Elektrofyziologické studie
ukazaly vyraznou facilitaci LTP v hipokampu 1 motorické kife, 1 zvySeni maximalni
dosazitelné sily synapse (Tews a kol., 2013). Velmi dalezitym nélezem byl signifikantni
deficit prepulsni inhibice tlekové reakce.

Po behaviordlni strance byli potkani linie L2 nerozlisitelni od kontrol v testu
oteviené¢ho pole a vyvySené¢ho kiizového bludisté, coz ukazuje na nezménénou lokomocni
aktivitu, normalni explorativni chovani a anxietu.

V testu rozpoznani nového objektu (novel object recognition task) a rozpoznani
premisténého objektu (object relocation task) L2 1 kontrolni potkani zprvu zcela normalné
explorovali prostfedi 1 pfedlozené objekty. Pii testovacim sezeni, kdy byl jeden z objekti
vyménén za jiny nebo pfemistén, vSak L2 potkani vénovali zménénému objektu mnohem
mensi pozornost, coz je mozno interpretovat jako zhorSeni kratkodobé paméti (neschopnost
identifikovat zménu).

Ve vodnim T-bludisti se L2 potkani zcela normalné ucili ptivodni polohu tnikového
ramene (prostorova navigace a uceni byly zachovéany). Pfi pfeuceni (reversal), kdy byla
unikova platforma umisténa v opacném rameni, se ovSem L2 potkani pfizpisobovali nové
situaci déle a d¢lali vice chyb (perseverovali), coz ukazuje na sniZenou behavioralni
flexibilitu.

Velmi zajimavé byly vysledky socidlniho testu. Pfi interakci s neznamym partnerem
jevili L2 potkani pokles Casu veénovaného socialni interakci, jenz se tykal predevSim

nonanogenitalni explorace. Existoval u nich i trend k niz§imu poctu kontaktnich chovani
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(vzdjemné CiSténi, podlézani), a vyznamné castéji ukoncovali vzajemnou interakci
(socidlni stazeni). Frekvence vlastniho myti (self~-grooming, mozna zndmka stereotypniho
chovani) zménéna nebyla (Tews a kol., 2013).

Aspekty motivace a vnimavosti k odméné studovali Enkel a kol. (2014). V tuloze
limited access consumption task méli potkani — bud’ krmeni ad [libitum, nebo potravné
deprivovani — na omezenou dobu pfistup ke slazenému mléku. Ukazalo se, ze v obou
ptipadech kontrolni i L2 potkani konzumovali podobné mnozstvi sladké tekutiny, jejich
vnimavost ke sladkému coby odméné byla tedy normalni. Slazené mléko bylo nasledné
pouzito jako odména v operantni uloze. Béhem pfedtréninku, kdy bylo stisknuti paky
odménéno slazenym mlékem, odpovidali L2 potkani normaln¢é. Nasledné byli trénovani
v uloze samovoln¢ stoupajicich pomérti (spontaneous progressive ratio task, metodika
zavedena v pracich Hodos, 1961, Hodos a Kalman, 1963). V této tloze dostava potkan stéle
stejnou odménu, ale k jejimu ziskani musi vynalozit postupné rostouci Usili (pocet stisknuti
paky). Hodnoti se pomér usili/odména, pii némz potkan poprvé na del§i dobu piestane
odpovidat (break point), nejvyssi pocCet stisknuti, ktery je potkan v daném sezeni schopen
pro ziskani odmény vykonat (highest completed ratio), a ¢as od pocatku sezeni do prvniho
stisknuti paky. L2 potkani za¢inali mackat paku teprve po del$im case, a pro ziskdni odmény
byli ochotni vynalozit mensi usili nez kontrolni jedinci. V podminkach extinkce, tj. zcela bez
odmény, se potkani se snizenou expresi Nogo-A prestavali pokouset o mackani paky vyrazné
diive. Men$i vytrvalost odpovidani v uloze samovolné stoupajicich pomérii nejspiSe neni
projevem nizs$i subjektivni hodnoty odmény a vylouc¢it lze 1 procedurdlni deficit,
ktery by se projevil i v predtréninku. SpiSe by mohlo jit o narusené hodnoceni poméru mezi
naklady a ziskem. Tomuto vysvétleni by mohly nahravat zmény v hladinach neuroptfenasecu,
kde normalni hladina dopaminu odpovida vnimavosti k odméné, ale zvySeny serotonin v PFC
muze snizovat miru motivace a hodnoceni zisku (Enkel a kol., 2014). Zmény v mnozstvi

ostatnich neurotransmitert ale sledovany nebyly.

Celkové 1ze shrnout, Ze L2 potkani vykazovali normalni explora¢ni chovani a miru
anxiety. Jevili ovSem nékolik dulezitych symptomil schizofrenii podobného chovani.
K pozitivnim symptomiim je mozno zafadit naruseny senzorimotoricky gating. Evidentni byly
1 kognitivni pfiznaky (zhorSend kratkodobd pamét, snizena behavioralni flexibilita,
persevera¢ni tendence). Jasnym negativnim ptiznakem je socidlni staZzeni. Anhedonie (typicka
pro modely schizofrenie, deprese nebo blokadu opioidniho systému) chybéla, deficit v uloze

samovoln¢ stoupajicich poméri muze byt ovSem projevem ztraty vile (abulie).
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Zvysend synaptickd plasticita, ktera byla u potkanti zaznamenana, sice obvykle koreluje se
zlepSenim uceni a paméti, zde tomu ale tak nebylo. Moznym vysvétlenim je, Ze dlouhodobé
a vyrazné zvySeni LTP vede k patologické nerovnovaze na synapsich a kognitivnimu deficitu.
Vyznamnym zjisténim je podobnost behavioralnich projevii mezi transgennim potkanem se
snizenim exprese neurondlniho Nogo-A a transgenni mysi s uplnou deleci ptislusného genu.
Rozdily vSak existovaly na neurochemické urovni, protoze u mysi byla snizeno mnoZzstvi

dopaminu v dorzélnim striatu a hladina serotoninu byla nezménéna.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Cile a hypotézy
Tato prace je veénovana vyznamu proteinu Nogo-A na behaviordlni Urovni,
a vysledkiim ziskanym na novém modelu transgennich potkanli se snizenou expresi této

molekuly.

Cilem této prace je ditkkladna behavioralni fenotypizace Nogo-A-deficientnich potkani
a kontrolnich zvifat, a to se zfetelem na prostorovou kognici v hipokampalné zavislych
ulohach, uceni a pamét, kognitivni flexibilitu a koordinaci a také prvky schizofrenii
podobného chovani. K dal$im cilim patfi testovani senzorimotorickych dovednosti a citlivosti

k odméné.

24

niz by kognitivni poSkozeni u zvitat se snizenou expresi Nogo-A meélo charakterem odpovidat
kognitivnim symptomim u schizofrenie, coZ znamena, ze behavioralni flexibilita (schopnost
ptrizptisobit chovani zménénym podminkam) a kognitivni koordinace (schopnost odliSit
relevantni informace nebo vzpominky od irrelevantnich) by mély byt naruseny vice,
nez samotna prostorova ¢i neprostorova pamét. Predpokladali jsme také mozné projevy
hyperlokomoce. Déle jsme u transgennich zvifat ocekavali horsi pracovni pamét’ a snizenou

citlivost k odméné, ale zachované zakladni senzorimotorické schopnosti.

V experimentalni Casti prace jsou zahrnuty toliko experimenty, na jejichZ realizaci
jsem m¢l hlavni podil. V ramci projektu byly ovS§em provedeny a do publikaci zahrnuty i dalsi
experimenty, zejména biochemickd a neurochemicka stanoveni a testy cirkadianni rytmicity,
na nichZ jsem se podilel pouze nepiimo, a které jsem proto do experimentalni ¢asti nezahrnul,

ovSem budou diskutovany v zavérecné Casti.
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3.2. Metody

3.2.1. Transgenni model

Transgenni potkani se snizenou expresi Nogo-A (viz také kapitola 2.4.4.) byli
vytvofeni na pracovisti Central Institute of Mental Health (CIMH, Mannheim, Némecko),
ve spolupréci s laboratoii M. Schwaba (ETH Ziirich, Svycarsko). Zakladatelti jedinci kmene
Sprague-Dawley pochazeli z chovného zafizeni firmy Charles River, Némecko. Jedinci
pouziti v popsanych experimentech pochazeli z linie 2, plné oznaceni SD-Tg(CAG-
RNAi:Nogo-A,EGFP)L2ZI, zkracen¢ L2.

Potlaceni exprese cilového proteinu bylo dosazeno pomoci inserce genového
konstruktu exprimujictho miRNA, jez je déale zpracovdvana na malou interferujici RNA
(siRNA) zamétenou na exon 3 genu RTN4, specificky pro transkript Nogo-A. Vysokoafinni
vazba mezi siRNA a mRNA pro Nogo-A blokuje translaci. Soucasti insertu byl také
reportérovy gen, kodujici zeleny fluorescencéni protein EGFP (viz obr. 4). Pfipraveny

konstrukt byl v podobé DNA vpraven pomoci mikroinjekce do jader oplodnénych potkanich

oocytu.
Blokéada exprese Nogo- gﬁ)?(;fa;’: ?;:;EE: Fluorescence
A neni v tomto modelu tplna. * *
Hladiny neuronalni exprese
Nogo-A  byly v praméru M
sniZzeny pfiblizn€ na polovinu, m
jmenovité na 30 % v kortexu, * Splicing 4Trans|ace
70 % v hipokampu a 60 % miRNA ¥
v mozedku. Exprese . EGFP mRNA m AAAA-3
v oligodendrocytech byla ovli-
vnéna relativn€é malo (Tews I_>Transkrip ce Pol ”*
a kol., 2013). Snizeni exprese

Nogo-A bylo nezavisle

ovéfeno 1uzvifat pouzitych
; . - .. Obr. 4 Transgenni konstrukt
v této disertacni praci ) . ) oo
Schéma struktury DNA insertu vlozeného do genomu potkanti linie L2,

(Petrasek a kol,, 2014a, exprimované RNA a jejiho zpracovéani na siRNA a mRNA pro EGFP

b marker.
2014b).
) (Podle Tews a kol., 2013)
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3.2.2. Zvirata

V experimentech byli pouziti dospéli potkani samci linie L2 z chovu Central Institute
of Mental Health, jako kontroly slouZzili nepifibuzni, geneticky intaktni (wildfype) samci
kmene Sprague-Dawley. V behaviordlnich experimentech byli pouziti potkani ve veéku
3 — 8 mésict (hmotnost 450 — 750 g).

Po pievozu byla zajiSténa nalezitd pifivykaci doba (1 mésic) pfed zahajenim
experimentll. VSechna zvifata byla pfivykdna na manipulaci experimentatory po dobu
nejméné 1 tydne.

Potkani byli ubytovani ve standardnich boxech (30x40%30 cm), ve standardnich
podminkach v klimatizovaném zvéfinci (cyklus svétlo/tma 12/12, teplota 21 °C, vlhkost
40 %). Behavioralni experimenty byly provadény béhem svételné Casti dne. Zvifata méla
volny piistup ke krmeni a vodé, s vyjimkou testovani v segregacni baterii v kolotoc¢ovém
bludisti, kdy byla po dobu experimentu potravné deprivovana a udrzovéana na 85 % normalni
vahy.

Vsechny experimenty byly provaddény v souladu se zdkonem na ochranu zvifat
a mezindrodnimi smérnicemi (86/609/EEC a 2010/63/EC). Experimenty byly schvéleny

komisi Fyziologického ustavu AV CR pro ochranu zvifat.

Prvni skupina zvifat (n = 20; 10 L2 a 10 kontrol) byla pouzita v experimentech
segregacni baterie v kolotocovém bludisti a delayed-matching-to-place v Morrisové vodnim
bludisti (viz tab. 1).

Druhd skupina zvifat (n = 18; 9 L2 a 9 kontrol) byla pouzita v loze aktivniho
alotetického vyhybani se mistu (AAPA) v kolotoCovém bludisti, testech pasivniho vyhybani,
chiize po lat’ce a neofobie/anhedonie, a experimentech zamétenych na cirkadidnni rytmicitu

(viz tab. 2). N¢kterd zvifata béhem testovani uhynula z pficin nesouvisejicich s experimentem.
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Tab. 1 Casovy rozvrh experimentii s prvni skupinou zviiat

Vek 3-4 4 4,2 4,5 4,7 4,9 5,2

(mésice)

Uloha Privykani a Kolotocové bludiste, segregacni baterie Morrisovo vodni

handling bludisté

Habituace, | Stupen | Stupen | Stupen | Stupen | Stupen Viditelny | DMP
sbér pelet 1 2 3 4 5 ostrivek

Pocet 5 3 3 3 3 3 2 8

sezeni

Tab. 2 Casovy rozvrh experimentii s druhou skupinou zviiat

Vék 3-5 53 5,5 5,7 59 6,1 63 | 65|67 169(71(73|75|77(79]|7,9
(mésice)
Uloha | Pfivy- Kolotocové bludiste Step-through Chiize | Neo- | Privy-kaci Cirkadianni rytmicita

kani a po | fobie, | perioda

hand- latce | anhe- | v testo-

ling donie | vacich

prostorach
Habitu- | Akvi- | Retri- | Rever- | Habi- | Akvi- | Test 12/12 LD Trvald tma
ace zice | eval sal | tuace | zice cyklus

Pocet 5 5 1 5 2 1 1 1 2 29 16
sezeni

3.2.3. Kolotoc¢ové bludisté

Kolotocové bludisté ma podobu kruhové kovové arény o priméru 82 cm s vyvySenym
okrajem, obehnané 30 cm vysokou sténou z plexiskla (obr. 5). Arénka je umisténa v mistnosti
s mnozstvim vzdalenych orienta¢nich bodu.

Zakladni ulohou v kolotocovém bludisti je vyhybani se mistu. Pii ni je v aréné
pocitacovym sledovacim systémem definovan zakdzany sektor ve tvaru kruhové vysece
o rozsahu 60°. Zakdzany sektor je v rlznych uspofadanich definovan bud’ v referen¢nim
ramci arény, nebo mistnosti, popt. v obou ramcich. Vstup do tohoto sektoru je trestan mirnou
elektrickou rankou, jejiz intenzita je u kazdého jedince volena individualné tak, aby sice
vyvolavala unikovou reakci, nebyla vSak nadmérné stresujici, coz by mohlo vést ke ztuhnuti
(freezing), které je v ramci Ulohy nezadouci. Zde pouzitd intenzita elektrického proudu se
pohybovala mezi 0,4 a 0,7 mA (50 Hz). Elektricky Sok trval 0,5 s, a pokud nevedl k opusténi

zakazan¢ho sektoru, byl opakovan kazdych 1,5 s.

69



Potkani m¢li béhem
experimentu na  hibeté
upevnén postroj slouzici
k upevnéni kabelu,
privadéjiciho  elektricky
proud pro ucely trestani
(viz obr. 5). Elektricky
proud byl pomoci svorky
veden k jehle implantované
do kozniho zdhybu na
hibét¢ potkana. Vlastni
elektricky ~ stimul byl
zvifaty ovSem pocitovan
vmist¢ kontaktu mezi
tlapkami a  uzeménou
podlahou  arény, kde
vznikd  nejvétsi  rozdil
napéti. Implantace ani
pritomnost jehly neni pro
potkana  bolestiva, po
skoneni experimentu byly
navic jehly Setrné
odstranény. Soucasti
postroje byla i infracervena
LED-dioda slouzici jako
indikator polohy.

Sledovani pohybu
zvifat a arény 1 udileni
elektrického trestu bylo
zajistovano pocitacovym
sledovacim programem
(Tracker, Biosignal Group,
USA).

Infraéervena

kamera 1 T

Kabel udilejici
elektrické ranky

Prihledna sténa

Obr. 5 Kolotocové bludisté

Nahote: Schématické znazornéni aparatury.

Uprostied: Potkan v kolotoovém bludisti a detail implantované jehly. Jehla
prochazi skrz zahyb volné kiize na hibeté potkana a na konci je zatoCena tak,
aby nemohla vypadnout. Pfitomnost jehly ani jeji aplikace neni pro potkana
bolestiva.

Dole: Potkan s nasazenym postrojem s LED-diodami (pro ucely sledovaciho
programu). Postroj také slouzi k upevnéni kabelu, ktery napaji diodu a je
zdrojem proudu pro udileni elektrické ranky. V tom pfipadé proud prochézi
pres svorku, implantovanou jehlu a télo potkana do uzeméné podlahy,
je v8ak zvifetem pocitovan jen v misté kontaktu tlapek s kovem.

(Foto i schéma © Tomas Petrasek)
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Uloha vyhybani se mistu miize byt modifikovana tak, aby zvifata méla k dispozici
ruzné zdroje prostorovych informaci, napiiklad zhasinanim a rozsvécenim svétel (skryti
¢i odkryti vzdalenych orientacnich bodul), zaplavenim arény mélkou vodou (skryti pachovych
znatek napovrchu arény) ¢i jejim roztoCenim (disociace prostorovych ramct
arény a mistnosti).

Vyhybani se mistu mize byt bud’ pasivni (sektor je definovan vzhledem k povrchu
arény, at’ uz tato rotuje ¢i nikoli, potkan se tedy mize vstupu do sektoru ,,vyhnout* pasivné,
tj. tim, ze se nebude pohybovat) anebo aktivni (sektor je definovan vzhledem k mistnosti,
avsak arénka rotuje, nehybné zvite je tedy do sektoru periodicky zavazeno, a vyhnout se tomu
muze jen aktivni unikovou reakci).

Diky disociaci prostorovych ramctli je mozné navodit situaci, kdy jsou néktera voditka
relevantni (pouzitelnd k urcéeni polohy sektoru), zatimco jina jsou irelevantni, zavadéjici.

Zvite v tomto piipadé musi prostorové rdmce odlisit a posoudit jejich uzitecnost.

Vsechny ulohy vyhybani se mistu na kolotocovém bludisti kladou naroky
na senzorimotorické funkce, prostorovou navigaci a pamét. Aktivni vyhybani se mistu
na rotujici aréné je obzvlasté kognitivné narocnd tloha (Wesierska a kol., 2005), vyzadujici
kromé senzorimotorickych funkci a prostorové paméti také rozliSeni znacek umisténych
v rotujicim referenénim ramci arény od orientatnich bod ve stabilnim rdmci mistnosti,
a vytvofeni dvou rlznych, paralelnich reprezentaci, které jsou ve vzijemném konfliktu,
protoZe jedna rotuje spolu s arénkou, druha zlstava stabilni — tzv. segregaci prostorovych
ramcu. Schopnost tyto reprezentace paralelné uchovavat a prepinat mezi nimi podle potieby
je oznaCovana jako kognitivni koordinace nebo kognitivni kontrola (Kubik a Fenton, 2005,
Lee a kol., 2012, Wesierska a kol., 2005).

Preuceni (reversal) v tlloze aktivniho vyhybani se mistu je obecné povazovano za jesté
naro¢néj$i. Schopnost zaznamenat zménu pravidel a odliSit pivodné naucenou, nyni
irrelevantni polohu sektoru od nové a aktudlni, se nékdy oznacCuje jako mmnemonicka
segregace, a dale zvySuje kognitivni naroky, protoze musi byt aplikovédna soucasné se
segregaci prostorovych ramct. Pfedpoklada se, ze oba tyto procesy vyzaduji funkci separace
vzorcu (pattern separation), zavislon na hipokampu (Abdel Baki a kol., 2009,

Burghardt a kol., 2012).
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3.2.3.1. Segregacni baterie v koloto¢ovém bludisti

Tento pokus byl navrzen k prvotnimu otestovani rtznych aspektii prostorového
chovani, a zvifata v ném prosla péti stupni s odliSujicimi se naroky na kognitivni funkce,
zejména zpracovani referencnich ramct arény a mistnosti. Testovano bylo 20 potkant
ve véku 3 — 4 mésict (Petrasek a kol., 2014a).

Design experimentu (viz tab. 3) byl navrzen na zéklad¢ starSich praci (Abdel Baki
a kol., 2009, Burghardt a kol., 2012, Wesierska a kol., 2005).

Potkani byli béhem experimentu potravné deprivovani, a kromé vyhybani se
zakazanému sektoru na arén¢ také sbirali Cokoladové kulicky (Nesquik, Nestlé Czech
Republic) vypadavajici prubézné z krmitka umisténého nad aparaturou. Sbér potravy byl
do experimentu zahrnut proto, aby potkany motivoval k aktivnimu zkoumani prostiedi,
coz je zejména dulezité v tlohdch se sektorem definovanym v referencnim ramci arény.

Potkani byli trénovani ve dvacetiminutovych sezenich jedenkrat denné (odstup
24 hodin). Po kazdém sezeni byla aparatura ocisténa vodou od mechanickych necistot, nebyla
¢isténa chemicky, urcité pachové znacky tedy mohly na povrchu a sténach pretrvavat.

Procedura zacinala Ctyfmi pfedtréninkovymi sezenimi, kdy se zvifata seznamovala
s arénkou a ucila se sbirat dopadajici potravu, aniz by se musela vyhybat sektoru.

Prvni stupen vyhybani se mistu sestdval z vyhybani se stabilnimu sektoru na stojici
arén¢ za svétla ((Room/Arena)+ avoidance). Jedna se o ulohu pasivniho vyhybani se mistu,
tj. fesitelnou mj. 1 omezenim lokomoce (Cimadevilla a kol., 2000) s pomérné malymi
kognitivnimi naroky — k dispozici jsou informace z referenc¢nich ramct arény i mistnosti,
které jsou vzajemng stabilni. VSechny orienta¢ni body jsou tedy plné vyuzitelné pro lokalizaci
zakazané oblasti (Cimadevilla a kol., 2000, Wesierska a kol., 2005).

Druhy stupen probihal ve tm¢, se zakdzanym sektorem stabilnim vii¢i povrchu arény,
kterd v tomto piipad€é rotovala (Arema+ avoidance). Potkani méli tudiz k dispozici
jen idiothetickou navigaci a ptipadné orienta¢ni body na samotné aréné (zejména pachové
znacky).

Treti stupen zahrnoval testovani na rotujici aréné za svétla, pokryté 1 cm hlubokou
vrstvou vody, skryvajici pachové znacky, zakdzany sektor byl v tomto piipadé¢ definovan
vzhledem k mistnosti (Room+ avoidance). Toto usporadani testuje allothetickou navigaci
(s pomoci vzdéalenych orientacnich bodi), ale zaroven minimalizuje konflikt mezi
referencnimi rdmci, protoze zavad¢jici znacky na povrchu arény (které nemohou poslouzit

k lokalizaci zakdzané oblasti, protoze aréna rotuje, zatimco sektor ziistdva ve stejné poloze)
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jsou skryty vodou a nemohou tedy potkana mast. Konflikt prostorovych rdmci ale neni
vyloucen zcela, zistava totiz idiotheticka informace, generovana pii vlastnim pohybu zvitete
(Stuchlik a kol., 2001). Na rozdil od piedeslych jsou 3. — 5. stupent tlohami aktivniho
vyhybéni se mistu, kde se potkan musi aktivné pohybovat aby unikl potrestani, v opacném
ptipadé je do zakdzaného sektoru pasivné zavazen rotujici arénou.

Ctvrty stupeii byl usporadanim totozny (i poloha sektoru v ramci mistnosti ziistala
stejnd), aréna vSak byla bez vody ((Room)+/(Arena)-). Zde jiz je ptitomen otevieny konflikt
mezi prostorovymi ramci, kdy jsou k dispozici informace jak ze stabilni mistnosti, tak rotujici
arény. K vyteSeni ulohy si potkan musi vybrat referencni rdmec mistnosti jako relevantni
a naopak ignorovat zavadgjici informace z referen¢niho ramce arény. Uloha tedy vyzaduje
segregaci prostorovych radmcti a volbu jen jednoho z nich, coZz je mentdlni dovednost,
jez je povazovana za obdobu kognitivni koordinace u clovéka (pouzivani relevantnich
informaci a ignorovani téch irrelevantnich).

Paty stupenn vyhybani probihal za zcela stejnych podminek, poloha sektoru
definovaného v rdmci mistnosti vSak byla zménéna o 180°. Tato uloha testuje zaroven

segregaci prostorovych ramcl i1 kognitivni flexibilitu, tj. schopnost reagovat na nové

podminky (Burghardt a kol., 2012).

Tab. 3 Segregacni baterie v kolotocovém bludisti — ¢asové schéma pokusu

Den 11234567 [8]9]10[11]12]/13] 141516 |17] 18] 19
Stupen 0 1 2 3 4 5
’ + -
Uloha Sbirani pelet | (Room/Arena+)| (Arena)+ (Room)+ | (Room)+(Arena)- (Roo}r{r; )Ve(;:;le na)
Lty Ne Ano Ano Ano Ano Ano
sektor
Aréna Stabilni Stabilni Rotujici Rotujici Rotujici Rotujici
Konflikt
ref. Ne Ne Ne Mirny Ano Ano
ramci
Voditka v ) ) . ) )
‘g , Dostupna, Dostupna, Skryta, Dostupna, Dostupna,
ramci Dostupna , col . , . , . ,
. relevantni relevantni | irrelevantni irrelevantni irrelevantni
arény
Voditka v . , , ) )
. q , Dostupna, Skryta, Dostupna, Dostupna, Dostupna,
rameci Dostupna ; . . ; ; ;
. . relevantni irrelevantni | relevantni relevantni relevantni
mistnosti
Pasivni Pasivni V?gg:; Aktivni
Popis Bez vyhybani vyhybén vyhybavm Ve | k4 voda Aktivni vyhybani vyvhyl3an},
tm¢e (o« preuceni
na aréné
Testovana L Prostorova | Navigace v Navigace v Kognitivni Kognitivni
Sbér potravy . L2 ramci . oy
dovednost navigace rameiarény |\ Lo koordinace flexibilita
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3.2.3.2. Uloha aktivniho vyhybani se mistu v koloto¢ovém bludisti

Aktivni vyhybani se mistu je ulohou zaloZenou na podobném principu jako posledni
dva stupné segregacni baterie. Potkani zde byli umisténi na rotujici aréné¢ a vyhybali se
sektoru definovanému vzhledem k mistnosti. Dilezitym rozdilem je, Ze nebyla pfitomna
potravni motivace (potkani nesbirali pelety ani nebyli potravné deprivovani).

V experimentu bylo pouzito 18 potkanii ve véku 5 — 6 mésicii. Testovaci sezeni trvala
vzdy 20 minut. Prvnich 5 dnii probihala habituace, kdy potkani volné explorovali aparaturu,
aniz by vykonavali jakoukoli definovanou tlohu, cozZ lze povazovat za urcitou obdobu testu
otevieného pole. Dalsich 5 dnd se vyhybali sektoru v ptivodni poloze (akvizice). Jeden den
po ukonceni akvizice nésledovalo pétiminutové sezeni bez elektrického trestu (retrieval).
Nésledovalo pétidenni pieuceni (reversal) s odlisnou polohou zakizaného sektoru oproti

akvizici (viz tab. 4).

Tab. 4 Aktivni vyhybani se mistu v koloto¢ovém bludisti — ¢asové schéma pokusu

Den 123456 |7[8]9]10]11]12[13]14]15
Stupen Habituace Akvizice Reversal
: Privykani na arénu a

. . + - + -
Uloha manipulaci (Room)+(Arena) (Room)+(Arena)-Reversal
Ly Ne Ano Ano
sektor
Aréna Stabilni Rotujici Rotujici Rotujici
Kronﬂolkt ref. Ne Ano Ano
ramcu
V,Odlt,ka ‘,7 Dostupna Dostupna, irrelevantni Dostupna, irrelevantni
ramci areny
V,Odlt,ka V . Dostupna Dostupnad, relevantni Dostupnad, relevantni
rameci mistnosti
Popis Bez vyhybani Aktivni vyhybani Aktivni vyhybani, pfeuceni
Wisfi i Spontanni lokomoce Kognitivni koordinace Kognitivni flexibilita
dovednost
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3.2.4. Morrisovo vodni bludisté

Testy v Morrisové
Kamera U
vodnim bludisti probihaly v

kovové nédrzi kruhového
Sténa bazénu
tvaru o priméru 180 cm
avysce 50 cm, naplnéné
vodou o teploté 20 — 22 °C

(obr. 6). Ukolem potkanti

bylo nalezeni ostrivku
(plosinky) vyrobeného

zplexiskla, o  priméru

10 cm. Ostritvek mohl byt
bud’ Vynoi"en}'/ 1 cm nad Obr. 6 Morrisovo vodni bludisté

V kruhovém bazénu je pod hladinou zanofeny ostrivek, ktery pro testované
potkany pfedstavuje jedinou moznost uniku. Potkan ma za tikol navigovat
tmavym okrajem (viditelny ke. skryvté,mu ostfilv.ku a za;;amatovat si jeho pozici s pouzitim vzdalenych
orientaénich bodu jako voditek.

(© Tomas Petrasek)

hladinu a  zvyraznény

ostritvek), anebo prtihledny
a ukryty 1,5 cm pod
hladinou (skryty ostrivek).
Uloha se skrytym ostriivkem testuje prostorovou navigaci ke skrytému cili s pouzitim
vzdalenych orientacnich bodi, a prostorovou pamét. Schopnost nalézt ostritvek je zavisla
na intaktnim hipokampu (Morris a kol., 1982). Uloha s viditelnym ostrivkem slouzi jako
kontrola, ukazujici ze zvitata jsou dostate¢né¢ motivovana a fyzicky schopna ostrivek hledat,

a Ze jsou schopna vnimat optické orienta¢ni body.

3.2.4.1. Uloha s viditelnym ostriivkem

Jeste pred zahdjenim kognitivniho testovani ve vodnim bludisti byla zvitata trénovana
po dobu dvou dni v uloze s viditelnym ostriivkem, pfi¢emz kazdé sezeni zahrnovalo osm
plaveb. Potkani byli v tomto ptfipadé vypousténi stale ze stejného mista, a poloha ostrivku se
mezi plavbami pseudondhodné meénila. Potkani tedy nemohli pouzit prostorovou strategii
(pamatovat si polohu ostrivku), mohli ovS§em navigovat na viditelny cil, protoze pozice

ostrivku byla zviditelnéna pomoci tmavého néstavce, vycnivajiciho asi 1 cm nad hladinu.
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3.2.4.2. Uloha delayed-matching-to-place

Uloha delayed-matching-to-place (DMP; popis tlohy viz O'Carroll a kol., 2006, Steele
a Morris, 1999) je test prostorové paméti, ktery umoznuje studium pracovni paméti
a perzistence paméet'ové stopy osvojené béhem jediného akvizicniho sezeni. Na hipokampalni
funkci je obzvlasté naroCny, protoze osvojeni zabrani i unilaterdlni léze hipokampu,
zatimco akvizici v klasické tloze vodniho bludisté zablokuje teprve léze oboustranna
(De Hoz a kol., 2005).

Potkani ve v€ku 4 mésict (stejnd skupina, ktera absolvovala segregacni baterii)
podstupovali kazdy testovaci den jedno sezeni sestavajici ze Ctyt plaveb na skryty ostrivek.
Pozice ostritvku byla konstantni v ramci testovaciho dne, ale ze dne na den se pseudondhodné
ménila. Optimalni strategii k osvojeni této tlohy je pfi prvni plavbé hledat ostrivek ndhodné
(pokud jej potkan nenalezl do 1 minuty, byl k nému naveden experimentatorem), jeho pozici
si zapamatovat a pii dalSich tfech plavbach hledat misto zapamatované pifi plavbé prvni.
Béhem experimentu byl manipulovén interval mezi prvni (akviziéni) a druhou plavbou
(inter-trial interval, ITI). Tato prodleva mohla ¢init 15 sekund, 20 minut anebo 2 hodiny.
Mezi druhou, tfeti a ¢tvrtou plavbou byly konstantni intervaly 15 sekund, tieti a ¢tvrta plavba
slouzily ptfedevS§im k tomu, aby si zvifata mohla byt jista, Ze poloha ostrivku je v ramci
jednoho dne stale stejnd. Potkani absolvovali osm sezeni, pokazdé¢ s jinou polohou ostrivku.

Mista vypusténi a ITI byla pseudorandomizovéna.

3.2.5. Chiize po lat’ce

Chtize po lat’ce (beam walking) je bézny test motorické koordinace (Goldstein, 1993).
Potkan je pfi ném umistén na vyvysenou ,kladinu“, jejiz jeden konec je ukoncen bariérou,
zatimco na druhém konci se nachazi jeho domovskd klec, kam se potkan pfirozen¢ snazi
dostat. B€hem prvych ¢tyt habituacnich sezeni potkani chodili po $irsi stran€ (5 cm) této laté,
a to na postupné se prodluzujici vzdéalenost (0,5 m; 1 m; 2 m; 2 m), aby si osvojili princip
ulohy. Dals§i dvé habituacni sezeni, s lati otoCenou uz§i stranou nahoru (Sitka 1,5 cm),
zahrnovala chlizi na vzdalenost 1 m a 2 m. Béhem testovani zvifata musela 4x po sob¢ piejit
dvoumetrovou vzdalenost po uzsi stran¢ lat¢.

Testovana byla stejna skupina zvifat jako v Uloze aktivniho vyhybani se mistu

v kolotoé¢ovém bludisti.
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3.2.6. Test pasivniho vyhybani (step-through avoidance)

Tato uloha je testem neprostorové dlouhodobé paméti. Aparatura sestdva ze dvou
oddili. Jeden z nich je shora otevieny a jasné osvétleny (1500 1x), druhy je uzavieny a tmavy
(<10 Ix). Potkan je vloZen do osvétlené Casti a ma ptirozenou tendenci vyhledat tikryt v tmavé
asti. Po vstupu jsou uzaviena padaci dvifka mezi obéma kompartmenty. Cas vstupu je
zaznamenan experimentatorem.

V experimentu byli pouziti stejni potkani jako v uloze aktivniho vyhybani se mistu
v kolotoCovém bludisti, staii 7 — 8 meésicl. Ve dvou habituaénich sezenich se potkani
seznamovali s aparaturou. Ve tfetim sezeni (akvizice) jim byl po vstupu do tmavého oddéleni
udélen elektricky Sok (1,5 mA) prostfednictvim kovové miizky. Po 24 hodinéch byli potkani
vloZzeni do aparatury znovu (testovaci sezeni), pfi¢emz prodlouzeni prodlevy do vstupu
do tmavé casti by mélo odrdzet averzivni vzpominku z ptfede§lého dne. Pokud potkan do
tmavého oddilu nevstoupil béhem péti minut, sezeni bylo ukonceno. V piipade, ze béhem

akvizi¢niho sezeni nedoslo ke vstupu, byl dany jedinec z testovaciho sezeni vyloucen.

3.2.7. Neofobie/Anhedonie

V této uloze byli potkani, drZzeni 22 hodin bez vody a potravy, vloZeni do aparatury se
dvéma napajeckami. V jedné byla Cistd voda, ve druhé voda oslazend (0,2% roztok
sacharinu). Po jedné hodin¢ bylo sezeni ukon¢eno a napéjecky zvazeny, aby bylo mozno urcit
mnozstvi vypité tekutiny. Sezeni bylo opakovano po 24 hodinéch.

V prvnim sezeni by mélo dojit ke konfliktu mezi pfijemnou sladkou chuti a tendenci
vyhybat se nezndmému (neofobie), protoZze potkani nikdy pfedtim oslazenou vodu
neochutnali. Ve druhém sezeni uz byla zvitata s oslazenou vodou obezndmena a védéla,
ze je pro n¢ neSkodna, spotieba sladké a nesladké vody by tedy méla odrazet pouze jejich
chutové preference. Pokud by nepreferovali sladkou chut’ (kterd je pro potkany obycejné
stejn¢ piijemnd jako pro lidi), bylo by mozné to interpretovat jako zndmku anhedonie
(neschopnosti prozivat pfijemné pocity a tésit se z prozitkil) kterd je typicka pro onemocnéni
jako je schizofrenie nebo deprese (Pelizza a Ferrari, 2009) a jejich animalni modely

(Le Pen a kol., 2002).
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3.2.8. Statistické zpracovani dat a sledované parametry

Zpracovani dat zahrnutych do této prace jsem provadél z nejveétsi Casti samostatné,
s mens$i vypomoci ze strany dalSich ¢lent autorského tymu a konzultacemi s vedoucim préace.
Finalni statisticka analyza dat je dilem Ing. Stépana Bahnika. Postup statistického zpracovéni
zde bude nastinén jenom v obecnych rysech, detailné je popsan v ptiloZzenych publikacich.

Vsechny analyzy byly provedeny v programu R (R Core Team, 2013).

3.2.8.1. Kolotoc¢ové bludisté

Pohyb potkani v kolotocovém bludisti byl zaznamenavén sledovacim programem
Tracker (Biosignal Group, USA). Ziskand data byla vyhodnocovana v programech
TrackAnalysis (Biosignal Group, USA) a CM Manager 0.3.5 (Bahnik, 2013).

V tlohach kolotocového bludisté byly hodnoceny nésledujici parametry:

Celkova draha predstavuje méfitko lokomocni aktivity. Pocitdna byla jako soucet
vzdalenosti mezi polohami zvifete méfenymi s krokem jedné sekundy. Pasivni pohyb
(unaseni arénou, pokud rotovala) byl automaticky odecitan sledovacim programem.

Pocet chyb udava pocet vstupt do zakazaného sektoru. Byl hodnocen jen v piipadé
segregacni baterie, u druhé tlohy nikoli, protoZe siln¢ koreluje s maximalnim casem vyhybani
se a podava témert totoznou informaci.

Maximalni ¢as vyhybani se je definovan jako nejdelsi casovy interval mezi dvéma
vstupy béhem konkrétniho sezeni.

Primérna vzdalenost od stfedu arény byla métitkem thigmotaxe (preference mist
u stény oproti otevienému prostranstvi, souvisi s Uzkosti). Tento parametr byl pouzit jen
u druhé skupiny zvitat, kterd na aréné neptijimala potravu.

Defekace byla hodnocena podle poctu exkrementii pfitomnych na aréné po skonceni
sezeni. Tento parametr byl pouzit jen u druhé skupiny zvifat, kterd na aréné nepiijimala
potravu.

Cas do prvniho vstupu udava dobu uplynulou mezi za¢atkem sezeni a prvni chybou.
Mize byt métitkem dlouhodobé paméti uchované z predeslého sezeni. Cas do prvniho vstupu
se neukazal jako pfili§ spolehlivy parametr, protoze zvifata na pocatku sezeni ¢asto do sektoru
vstoupila omylem 1 v piipadech, kdy jeho pozici zjevné znala, coz sniZzovalo vypovidaci
hodnotu této veli¢iny a zvySovalo rozptyl namétenych hodnot. Proto byl tento parametr pouzit

jen v piipad¢ segregacni baterie, ale ne ulohy aktivniho vyhybani se mistu.
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Perseverace (ptetrvavajici vyhybani se ptivodni poloze zakédzaného sektoru i po jeho
trestaném sektoru vic¢i Casu stravenému ve vSech netrestanych sektorech. Parametr byl

pocitan pouze ve stupni 5 segregacni baterie a v reversalové fazi aktivniho vyhybani se mistu.

Data byla v pfipadé¢ nenormalni distribuce logaritmicky transformovana, provedena
byla i standardizace. Pro kazdy parametr byla nasledné provedena smiSend analyza rozptylu
(mixed-design ANOVA), mira perseverace byla porovnana pomoci t-testu. Tyto postupy jsou

podrobnéji popsany v prislusnych publikacich.

V tloze aktivniho vyhybani se mistu se u nékterych jedincii pii testovani objevovala
napadna obdobi strnulosti. Nehybnd zvifata nemohou ulohu feSit a hodnoceni jejich
kognitivnich schopnosti je tedy problematické: neschopnost aktivné se vyhybat zakdzanému
sektoru nemusi byt v tomto ptipadé projevem kognitivniho deficitu, nybrz pravé imobility
(at’ uz je jeji pti¢ina motorickd nebo emocionalni). V praci Petrasek a kol. (2014b) byla proto
analyzovana data jak ode vSech subjekttl, tak i s vyloucenim téchto problematickych zvifat.
Imobilita byla nejvyraznéjsi u tii zvifat z kontrolni skupiny. Aby selektivni vyfazeni téchto
jedinct neovlivnilo pozorované rozdily, byli pro vyvazenost vyfazeni i tfi nejhorsi jedinci

ze skupiny L2.

3.2.8.2. Morrisovo vodni bludisté

Ve vodnim bludisti byla vyhodnocovana latence nalezeni ostriivku a uplavana
draha. Z nich bylo mozné dopocitat také¢ priamérnou rychlost potkana. Sledovan byl dale
podil ¢asu straveného v sektoru (o velikosti 45°), kde se ostrtivek nachazel predesly den, jako
meétitko perseverace. Tento parametr byl hodnocen pouze v tloze DMP, pfi prvni plavbé
daného dne.

Data z prvnich dvou testovacich dni nebyla vyhodnocovéana, protoze potkani jesté
nebyli dostate¢né obeznameni s pravidly ulohy a jejich vykon nebyl pfili§ dobry.

Pro konec¢nou analyzu jsme se nakonec rozhodli pouZzit pouze hodnoty ze druhé plavby
v kazdém sezeni, které jsou reprezentativnim ukazatelem jednordzového uceni. Analyzovana
byla pouze draha, ktera je objektivnim ukazatelem, na rozdil od doby nalezeni ostriivku, ktera

muze byt ovlivnéna rychlosti pohybu zvitete.
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Logaritmicky transformovana uplavana draha béhem druhé plavby byla analyzovana
smiSenou analyzou rozptylu (mixed-design ANOVA). Perseverace byla porovndna pomoci

Studentova t-testu.

Data z ulohy s viditelnym ostrivkem nebyla statisticky hodnocena. Doba do nalezeni
ostrivku se 1 u t€hoz jedince ménila viceméné nahodné¢ bez vyznamné korelace, test se tedy
jevil jako statisticky nespolehlivy (Cronbachova a = 0,231 a 0,093 pro standardizované
latence nalezeni ostrivku v prvnim a druhém sezeni). To zfejmé odpovida situaci, kdy potkani

nachazeli ostrivek zcela nahodile.

3.2.8.3. Chiize po lat’ce

Hodnocen byl ¢as do dosaZeni domovské klece, pocet sklouznuti (smeknuti jedné
nohy z povrchu lat€¢) a pocet padi. Hodnoty casu do dosazeni domovské klece nemély
normalni rozdé¢leni, byla proto pouzita logaritmicka transformace. Transformované hodnoty
byly standardizovany pro kazdy béh v ramci dne, a nasledné byl spocitan primér pro kazdé
zvite za vSechna sezeni, a tyto priméry dale standardizovany. K porovnani skupin byl pouzit
Studentv t-test.

Pocty sklouznuti a padi byly secteny za vSechny béhy pro kazdé jednotlivé zvife.
V ptipadé, ze zvife spadlo, byl mu do celkového skore pfi¢ten nejvyssi pocet sklouznuti
pozorovany u nejhorSiho zvifete ze souboru (3) navyseny o jeden, tedy 4. Vysledné hodnoty

byly porovnany Mann-Whitneyovym U-testem.

3.2.8.4. Test pasivniho vyhybani (Step-through avoidance)

Pro porovnani latence vstupu do tmavého oddilu béhem habituacnich sezeni
a akvizi¢niho sezeni byla pouzita smiSend ANOVA, kde skupina (L2 nebo kontrolni) slouzila
jako mezisubjektovy faktor a sezeni jako faktor v rdmci subjektu. Pro faktor sezeni byl pouzit
polynomicky kontrast. V testovacim sezeni vstoupil do tmavého oddilu jen jediny potkan

z celého souboru, analyzu tedy nebylo nutné provadeét.

3.2.8.5. Neofobie/Anhedonie

Pro porovnani mnozstvi zkonzumovaného roztoku sacharinu byla pouzita smiSend
ANOVA se skupinou jako mezisubjektovym faktorem a sezenim jako faktorem v ramci
subjektu. Protoze celkové mnozstvi vypitych tekutin se u skupin mirn¢ lisilo, byl jako zavisla

proménna zahrnut i pomér zkonzumovaného sacharinu ku celkovému objemu vypité tekutiny.
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3.3. Vysledky

3.3.1. Kolotoc¢ové bludisté

Zvitata obou skupin byla evidentné schopna tlohy v koloto€ovém bludisti fesit. Jejich
schopnost pohybu byla zcela normalni, a zrak (a¢ patrné zhorSeny, viz kapitola 3.3.2.1.) byl
dostate¢ny k prostorové navigaci, o ¢emz sveéd¢i 1 UspéSné zvladnuti Morrisova vodniho
bludisté se skrytym ostriivkem (viz nize). Také motivace k unikani ze zakédzaného sektoru

byla dostate¢na.

3.3.1.1. Segrega¢ni baterie

Ve fazi habituace se potkani obou skupin rychle naucili sbirat potravni pelety.
V sezenich se zakdazanym sektorem vétSinou reagovali na elektrickou ranku tinikovou reakei.
Na grafech je patrné, ze prvni dva stupné, vyzadujici pouze pasivni vyhybani, nejspise nebyly
pro zvifata ptili§ ndrocné, protoze pocet chyb byl nizky. Ve tfetim stupni bylo jiZ nutné
aktivni vyhybani se sektoru, a navic byla arénka zaplavena mélkou vodou, na coz zvifata
reagovala podrazdénosti, zvySenim lokomoce a zhorSenym vyhybanim se. Voda sama o sob¢
pro n¢ ziejmé byla nepfijemnym podnétem, a vysledky z této faze je proto tieba posuzovat
opatrné. V pozdéjsich stupnich, kdy voda na aréné nebyla, byla lokomoce i1 pocet vstupt niZsi.
Ctvrty stupefi znamenal vyostfeni konfliktu referenénich ramct (po odstranéni vody méla
zvitata pristup k zavad€jicim pachovym znackdm na povrchu arény), které ale nebylo
doprovazeno zvySenim poctu chyb, ziejmé proto, Ze poloha sektoru ziistala stejnd. Zména
chyb. O tom, Ze potkani byli schopni tlohu u¢inné fesit ve stupnich 3 — 5 vyzadujicich aktivni
vyhybani, svédci pocet chyb i hodnoty maximalniho ¢asu vyhybani se. Pfi ndhodném pohybu
¢1 imobilité¢ by se potkan mél do sektoru dostavat v priméru kazdou minutu (20 chyb
za sezeni), z grafi je ale patrné, Ze zvifata zahy dosdhla vyrazné lepsich vysledkd, nez by
odpovidalo nédhodé¢.

Celkova draha byla u L2 potkani mirné zvySend (M = 0,26), rozdil ale nebyl
signifikantni F(1, 18) = 2,00, p = 0,17, n* = 0,10. Interakce mezi stupném a skupinou nebyly
signifikantni, Fs(1, 18) < 1,42, ps > 0,25 (obr. 7A).
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Pro maximalni ¢as vyhybani se byl signifikantni efekt skupiny ML2 = -0,29,
F(1, 18) = 5,43, p = 0,03, n* = 0,23. To ukazuje na obecn& zhorsenou schopnost vyhybat se
zakazanému sektoru u L2 potkanl. Z prohlidky grafli se zd4, Ze tento rozdil se zvySoval
kontrastu pro stupné nebyla signifikantni F(1, 18) = 1,54, p = 0,23, parcialni n° = 0,08.
Signifikantni nebyla ani interakce mezi skupinou a kvadratickym kontrastem stupiit,
F(1, 18) <1 (obr. 7C).

Pocet chyb koreloval s maximalnim ¢asem vyhybani se (median korelace pro stejny
stupenn byl -0,86), proto byly podobné i vysledky analyzy ANOVA. Efekt skupiny zlstal
pouze na Grovni trendu, ML2 = 0,25, F(1, 18) = 3,81, p = 0,07, n° = 0,17. Grafy opdt
naznacuji trend k rostoucim rozdilim smérem k pozdé&jSim stupnim, interakce skupiny
a linearniho kontrastu pro stupné ovSem nebyla vyznamnd F(1, 18) = 2,06, p = 0,17,
parcialni n” = 0,10. Signifikantni nebyla ani interakce mezi skupinou a kvadratickym
kontrastem stupni, F(1, 18) <1 (obr. 7B).

ANOVA pro ¢as do prvniho vstupu neukazala rozdil mezi skupinami,
F(1, 18) < 1. Byl zde ale ndznak interakce mezi faktory skupiny a stupné, F(1, 18) = 2,63,
p = 0,12, dil¢i n2 = 0,13 pro linearni kontrast a F(1, 18) = 3,51, p = 0,08, parcialni n2 =0,16
pro kvadraticky kontrast. L2 potkani vykazovali delsi ¢as do prvniho vstupu v prvnich dvou
stupnich segregacni baterie, ML2 = 0,32, a naopak zkraceny Cas do prvniho vstupu v dalSich
dvou stupnich ML2 =-0,14 (obr. 7D).

Co se tyka perseverace, v 5. stupni potkani z linie L2 stravili o néco méné Casu
v dfive zakdzaném sektoru nezli kontrolni zvitata, rozdil ale nebyl vyznamny, t(18) = 1,15,
p=0,27, r = -0,26, ML2 = -0,25, coz ukazuje, Ze skupiny se neliSily v perseverativnich
tendencich. Perseverace se sice u nékterych jedincii objevila, ale nebyla typickym chovanim
ani u jedné skupiny.

Z4dny jiny rozdil ani trend se v datech neobjevil.

Celkové¢ lze fici, Ze linie L2 si vedla hiife nez kontroly v kognitivnich parametrech,
jako je maximalni ¢as vyhybani se a pocet chyb. V grafech pro obé¢ tyto veliCiny lze
vysledovat trend prohlubovédni tohoto rozdilu smérem k pozd&j$im stupiitim ulohy, tato

tendence ale nebyla shledana statisticky vyznamnou.
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A Celkova draha
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Obr. 7 Segregacni baterie v koloto¢ovém bludisti

Vlevo netransformovana data (mediany jednotlivych sezeni s useCkami vyznacujicimi 1. a 3. kvartil). Vpravo
transformovana data pro jednotlivé stupné (rozdil mezi primeéry skupin s 95% konfidencnimi intervaly).
Chybové usecky neslouzi pro porovnavani rozdill mezi stupni, ale pouze pro urceni vyznamnosti
meziskupinovych rozdild. Pokud chybova usecka neprotind nulu, byl meziskupinovy rozdil v daném stupni
signifikantni na hladiné¢ a = 0,05. Panel A ukazuje lokomocni aktivitu (celkova draha). Panel B ukazuje pocet
chyb (vstupil). U skupiny L2 existoval trend k vysSimu poctu chyb (p = 0,07) a jeho zvySovani v pozdéjsich
stupnich (p = 0,17). Panel C ukazuje maximalni Cas vyhybani se. Skupina L2 byla vtomto parametru
signifikantné horsi (p = 0,03) a opét se postupné zhorSovala, avsak ani tento trend nebyl signifikantni (p = 0,23).
Panel D ukazuje ¢as do prvni chyby, méfitko dlouhodobé paméti. Ve stupnich 3 — 5 se typicky blizil ndhodné
hodnoté (1 min), u zvifat z kontrolni skupiny ov§em c¢astéji dosahl nenahodnych hodnot (viz usecky 3. kvartilu

na konci stupiii 4 a 5).
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3.3.1.2. Uloha aktivniho vyhybani se mistu v koloto¢ovém bludisti

Pozorovani chovani zvifat béhem experimentu neukédzalo nic mimotadného béhem
habituaéni faze, ve fazi akvizice si vétsina jedincl rychle osvojila princip tlohy. U tfi jedinct
z kontrolni skupiny se ov§em b&hem tréninku zacala projevovat napadnd imobilita (strnulost),
zpravidla pretrvavajici po vétSinu sezeni. Lze ptredpokladat, ze tito potkani si v reakci
na stresujici podnét (elektrickou ranku) osvojili pasivni strategii (ztuhnuti) namisto aktivni
(atek). Protoze aktivni lokomoce je nezbytnym piedpokladem pro zvladnuti twlohy,
byli jedinci, pro néz bylo ztuhnuti dominantnim typem chovani, vyfazeni z dal§i analyzy
(vyfazeni byli i tfi nejhorSi potkani ze skupiny L2, aby nebyly selektivnim vyfazenim
nejhorsich jedinci z jedné skupiny zkresleny rozdily mezi skupinami. Kritéria pro vytazeni
jsou popsana v ¢lanku Petrasek a kol. (2014b).

Béhem habituace byl zjistén signifikantni rozdil mezi skupinami v celkové draze,
t(14,93) = 2,37, p = 0,03, r = 0,51, pficemz skupina L2 vykazovala vys$si lokomoci (obr. 8A).
Také primérna vzdalenost od stfedu arény se liSila, pfiCemz kontrolni zvifata vice
preferovala prostor u stén nez potkani L2; t(13,15) = -3,99, p = 0,002, r = -0,71 (obr. &B).
Defekace byla u kontrolni skupiny vyssi, ne vSak signifikantné; t(13,51) = -1,76, p = 0,10,
r =-0,40 (obr. 8C).

Pro stupné¢ tlohy skognitivnim tréninkem, se zapoCtenim vSech potkant
(bez vylouceni pasivnich jedincii) analyza pro maximalni ¢as vyhybani se neukazala zadny
efekt skupiny, F(1, 16) <1, p = 0,67, n2G = 0,01, ani interakci mezi skupinami a tréninkovym
stupném, F(1, 16) = 1,41, p = 0,25, leG = 0,02 (obr. 9A). U celkové drahy byl naznak efektu
skupiny, pficemz kontrolni zvifata méla lokomoci snizenou, F(1, 16) = 3,55, p = 0,08,
n’G = 0,16, interakce mezi skupinami a tréninkovym stupném nebyla vyznamna, F(1, 16) < 1,
p=0,851° =0,00 (obr. 8A). Pro primérnou vzdalenost od stiedu arény byla op&t
nalezena niz$i vzdalenost od stiedu u L2 potkanli oproti kontroldm; F(1, 16) = 26,79,
p=0,0001, n2G = (0,58, a zadna interakce mezi skupinou a stupném, F(1, 16) = 1,43, p =0,25,
n’G =0,01 (obr. 8B). Analyza ukazala snizenou defekaci u L2 skupiny; F(1, 16) = 10,04,
p = 0,006, nzG = 0,32, bez interakce mezi faktory skupiny a stupné, F(1, 16) < 1, p = 0,60,
1’6 = 0,00 (obr. 8C).

Pii vylouceni tfi potkant z kazdé skupiny se ukazal vyznamné¢ snizeny maximalni ¢as
vyhybéni se u skupiny L2 oproti kontrolam; F(1, 10) = 17,19, p = 0,002, n’g = 0,27,
bez interakce mezi faktory skupiny a stupné, F(1, 10) = 1,07, p = 0,33, T]ZG = 0,08 (obr. 9A).
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U celkové drahy nebyl vtomto piipadé ani efekt skupiny, F(1, 10) = 1,20, p = 0,30,
n’G = 0,06, ani interakce mezi skupinou a stupném; F(1, 10) = 1,78, p = 0,21, n’ = 0,08
(obr. 8A). Prumérna vzdalenost od stiedu arény byla i po vyfazeni pasivnich jedincl nizsi
u skupiny L2, bez interakce mezi faktory skupiny a stupné; F(1, 10) = 1,44, p = 0,26,
n°G = 0,03 (obr. 8B). Defekace byla u skupiny L2 opdt vyznamné nizsi; F(1, 10) = 7,24,
p = 0,02, n°6 = 0,37, interakce mezi skupinami a tréninkovym stupném nebyla nalezena,
F(1,10)< 1, p= 0,81, n° = 0,00 (obr. 8C).

Analyza perseverace béhem preuceni neukdzala zadny signifikantni rozdil mezi
skupinami ani pfi zapocteni vSech subjekt; t(10,40) = 1,40, p = 0,19, r = 0,33,
ani po vylouceni nejhorsich zvirat; t(6,70) = 1,89, p = 0,10, r = 0,51. V obou ptipadech travili
jedinci z linie L2 v sektoru, jenz byl v piedeslém stupni zakdzanym, vice Casu nez kontrolni
zvitata, coz je zcela oproti o¢ekéavani vyssi perseverace (obr. 9B).

Data zretrievalového sezeni nebyla hodnocena, protoze byla neuplna: cast byla

ztracena kvuli technické chybé.
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A Celkova draha
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Obr. 8 Aktivni vyhybani se mistu v koloto¢ovém bludisti (nekognitivni parametry)

Vlevo netransformovana data. V grafech jsou hodnoty jednotlivych zvifat v kazdém sezeni habituace (HP),
akvizice (AP) a preuceni (reversal, RP). Chybéjici hodnoty byly dopocitany jako primér ze sousedicich hodnot
pro stejné zviie (nebyly pouzity ve statistické analyze popsané v textu). V akvizici a reversalu byli néktefi jedinci
z analyzy vylouceni (zdGvodnéni viz kapitoly 3.2.8.1. a 3.3.1.2.). Vpravo transformovana data (pouzita
ke statistické analyze). Sloupcové grafy ukazuji velikost rozdilu mezi skupinami pro jednotlivé stupné tlohy,
pocitané z celého souboru (Sed€) a po vyloueni problematickych zvifat (bile), chybové usecky udavaji
95% konfidenéni interval rozdilu praméri. Pokud usecka neprotina nulu, byl rozdil mezi skupinami vyznamny.
Pokud je rozdil pozitivni, méla L2 zvitata vys$si hodnoty dané¢ho parametru a naopak. Z grafii ale nelze odvozovat
rozdily mezi jednotlivymi stupni. Panel A ukazuje rozdily v lokomoé¢ni aktivité. Jiz v habituaci vykazovali
potkani L2 vyssi lokomoci a tato tendence pretrvala i pozd€ji, ovSem jen kdyZz jsou hodnocena vsechna zvirata,
coz ukazuje, ze rozdil byl dan pfedevsim vyloucenymi jedinci z kontrolni skupiny, kteti se chovali pfevazné
pasivng. Panel B zachycuje primérnou vzdalenost potkand od stfedu arény. Kontrolni skupina travila mnohem
vice ¢asu u okraje arény, coZ mize ukazovat na vy$s$i miru anxiety. Tuto interpretaci podporuji i data v panelu D,

ukazujici miru defekace, kterd byla opét u kontrolnich zvitat vyssi nez u skupiny L2.
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A Maximalni ¢éas vyhybani se
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Obr. 9 Aktivni vyhybani se mistu v kolotocovém bludisti (kognitivni parametry)

Vlevo netransformovana data. V grafech jsou hodnoty jednotlivych zvifat v kazdém sezeni akvizice (AP)
a preuceni (reversal, RP). Chybé¢jici hodnoty byly dopocitany jako primér ze sousedicich hodnot pro stejné zvire
(nebyly pouzity ve statistické analyze popsané v textu). V akvizici a reversalu byli nekteti jedinci z analyzy
vylouceni (zdtvodnéni viz kapitoly 3.2.8.1. a 3.3.1.2.). Vpravo transformovana data (pouzita ke statistické
analyze). Sloupcové grafy ukazuji velikost rozdilu mezi skupinami pro jednotlivé stupné tilohy, pocitané z celého
souboru (8ed€) a po vylouceni problematickych zvifat (bile), chybové tusecky udavaji 95% konfidencni interval
rozdilu primérd. Pokud usecka neprotina nulu, byl rozdil mezi skupinami vyznamny. Pokud je rozdil pozitivni,
méla L2 zvifata vys$§i hodnoty daného parametru a naopak. Z grafi ale nelze odvozovat rozdily mezi
jednotlivymi stupni. Panel A ukazuje maximalni ¢as vyhybani se zakdzanému sektoru (nejdelsi interval bez
vstupu). Pfi porovnani vSech zvitat neni patrny zadny rozdil. Pokud jsou zahrnuti jen potkani ktefi tlohu aktivné
tesili, je rozdil signifikantni (skupina L2 se vyhybala hiie). Panel B ukazuje podil casu straveného v sektoru
lezicim naproti zakdzanému. Ve fazi preuceni odpovidal protilehly sektor zakdzanému sektoru béhem akvizice.
Perseverativni chovani (pretrvavajici vyhybani diive zakdzanému sektoru) by se mélo projevit nizkymi
hodnotami. Je zajimavé, ze potkani skupiny L2 travili v protilehlém sektoru spiSe vice Casu (rozdil nebyl
signifikantni), coz ukazuje, Zze navzdory celkové horsi vykonnosti se u nich neprojevovala tendence ke zvysené
perseveraci. To je vrozporu svysledky popsanymi v literatufe. Vodorovna teckovana cara v grafu
netransformovanych dat ukazuje hodnoty ocekévané pro zcela nehybné zvite. Je patrné, Ze vylouceni jedinci

z kontrolni skupiny se drzi této caie velice blizko.
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3.3.2. Morrisovo vodni bludisté

3.3.2.1. Uloha s viditelnym ostriivkem

V této loze se neprojevily Zadné vyznamné rozdily mezi skupinami. Pfi podrobnéjSim
pohledu se ukazalo, ze vysledky z po sob¢ nasledujicich plaveb byly i u t€hoz jedince velmi
rozmanité, a nevykazovaly znamky zlepSovani nebo cilené plavby na ostriivek.

Zvitata sice byla fyzicky schopna plavani a motivovana k nalezeni ostrivku, jak bylo
ziejmé z jejich chovani béhem testu, patrné ale nebyla schopna zrakem zaznamenat znacku
(tmavy vyvySeny nastavec) zviditelfiujici ostriivek, a musela tedy hledat témét nahodné.
To ukazuje na Spatnou zrakovou ostrost u potkanti kmene Sprague-Dawley. Jejich zrakové
schopnosti nicméné byly dostatecné k feSeni prostorovych uloh s navigaci na neviditelny cil,
tj. knavigaci vi¢i vzdalenéjSim orientanim bodim, jak je patrné z vysledkli dalSich

experimentd.

3.3.2.2. Uloha delayed-matching-to-place (DMP)

Vysledky zulohy DMP ukazuji vyznamny linedrni kontrast mezi prvni a druhou
plavbou v uplavané draze. Delsi ITI vedla k delsi uplavané draze; F(1, 18) = 7,06, p = 0,016,
parcialni n* = 0,28 (obr. 10). To potvrzuje predpoklad, 7e vybaveni naudené pozice ostriivku
kvadraticky trend pro ITI) nebyl pozorovan, ve vSech ptipadech Fs(1, 18) < 1,2, ps > 0,29.
Skupiny se nelisily ani ve vykonnosti v prvni, tieti a ctvrté plavbe.

Preference sektoru, kde se ostriivek nachazel ptredeSlého dne, se neliSila mezi L2
(M = 0,123) a kontrolami (M = 0,134), t(18) = 0,55, p = 0,59, r = -0,13, coz ukazuje

ze tendence k perseveraci byly u obou skupin podobné.
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Uplavana draha
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Obr. 10 Morrisovo vodni bludisté, uloha DMP

Body reprezentuji mediany pro danou plavbu (pro vSechna zahrnutd sezeni), chybové usecky rozsah prvého
a tetiho kvartilu. Mediany byly spocitany z vysledki za sezeni 3 — 8, pro plavby 1 — 4 a pro rtuzné délky
prodlevy (ITI) mezi prvni a druhou plavbou. Pro jednotliva sezeni (dny) byla poloha ostrivku odlisna.
Pti prvni plavbé kazdého sezeni zvirata hledala ostriivek vzdy ndhodné, pfi nésledujicich jiz mohla jeho polohu
znat, délka uplavané drahy ve druhé plavbé odrazela znalost polohy ostriivku ziskanou pfi prvni plavbé. S délkou

vvvvvv

delsi prodlevé. L2 potkani se vSak od kontrolnich nelisili.

3.3.3. Chiize po lat’ce

V celkovém skoére se skupiny L2 (M = 0,20) a kontrolni (M = -0,20) od sebe nelisily;
t(16) = 0,83, p = 0,42. Nelisily se ani v poctu sklouznuti (Mann-Whitney U = 38,5,
N2 = Neontrol = 9, p = 0,89) a padi (Mann-Whitney U = 31,0, nr, = neontrol = 9, p = 0,45).

3.3.4. Test pasivniho vyhybani (Step-through avoidance)

SmiSena ANOVA latence vstupu do tmavého oddilu ukazala vyznamny efekt skupin;
t(l6) = 229, p = 0,04, r = 050, trend v linearnim kontrastu sezeni,
t(32) = -1,94, p = 0,06, r = -0,32, a nesignifikantni kvadraticky kontrast pro sezeni,

t(32) = 0,29, p = 0,78, r = 0,05. Interakce mezi linearnim kontrastem sezeni a skupinou byla
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signifikantni; t(32) = 2,37, p = 0,02, r = 0,38, zatimco interakce pro kvadraticky kontrast
sezeni a skupiny nikoli, t(32) =-0,99, p= 0,33, r=-0,17.

ANOVA s opakovanymi méfenimi provedend oddélené pro ob& skupiny ukézala,
ze uskupiny L2 byl koeficient linedrniho kontrastu pozitivni, ackoli nesignifikantni;
t(16) = 1,46, p = 0,16, r = 0,34, pro kontrolni skupinu byl negativni a okrajové¢ signifikantni
t(16) =-1,88, p=0,08, r =-0,42.

Interakce byla dale prozkouméana pomoci Welchova t-testu, ktery byl nezavisle
proveden pro kazdé sezeni. V prvnim sezeni se skupiny nelisily; t(15,13) = 0,28, p = 0,78,
r = 0,07, ale skupina L2 vykazovala del$i latence ve druhém, t(14,46) = 2,15, p = 0,05,
r= 0,47, a tfetim sezeni; t(8,46) = 3,44, p = 0,008, r = 0,65 (obr. 11).

Vysledky lze shrnout tak, Ze pfi prvni expozici novému prostiedi byl ¢as do vstupu do
tmavého oddilu shodny u obou skupin, pozdéji u kontrolnich zvifat klesal, zatimco u L2
mirné stoupl, rozdil mezi skupinami m¢l tedy rostouci trend.

V testovacim sezeni (po predchozi negativni zkusenosti s elektrickym Sokem) potkani
do tmavého oddilu nevstupovali viibec (s jedinou vyjimkou ve skupiné L2), coz ukazuje

na uchovani vzpominky na nepiijemnou zkuSenost.

Pasivni vyhybani (Step-through avoidance)
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Obr. 11 Test pasivniho vyhybani

Jednotlivé body reprezentuji ¢as do vstupu do tmavého oddéleni pro jednotlivé potkany. Vodorovna ¢erna carka
ukazuje pramér. V pribéhu sezeni 1 — 3 (bez averzivni zkuSenosti) se prohluboval rozdil mezi skupinami —
kontrolni potkani vstupovali do neosvétlené ¢asti aparatury ¢im dal tim dfive, zatimco u skupiny L2 byl trend
opacny. Pfi akviziénim sezeni byl vstup do tmavého oddilu potrestan elektrickym Sokem. Pokud potkani
do neosvétleného kompartmentu nevstoupili do 5 minut (Casovy limit délky sezeni), byli z experimentu
vylouceni. V testovacim sezeni potkani po piedchozi zkusSenosti do tmavého oddilu nevstupovali viibec
(s jedinou vyjimkou).
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3.3.5. Neofobie/Anhedonie

Vsechna zvitata
béhem sezeni ochutnala
a konzumovala nabizené
tekutiny. V druhém sezeni
byla celkovd konzumace
vyssi nez v prvnim.
V poméru vypité oslazené
vody  vaéi  celkovému
mnozstvi pozité tekutiny
nebyl nalezen efekt skupiny;
F(1, 15) < 1, p = 0,60,
n2G = 0,01, ani sezeni,
F(1, 15) = 2,71, p = 0,12,
n’c = 0,08, ani zadna
interakce ~ mezi  ob&ma
faktory; F(1, 15) < 1,
p = 055 n’% = 0,01
(obr. 12).
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Obr. 12 Neofobie/Anhedonie

Potkani byli dva dny po sobé umisténi do aparatury s pitky obsahujicimi
vodu a sladky roztok. V prvnim sezeni pili celkové méné nez ve druhém
(neukézano), ziejmé¢ v dasledku privyknuti na nové prostiedi. Vysledky
jsou zndzornény jako pomeér vypitého roztoku sacharinu k celkovému
mnozstvi zkonzumované tekutiny béhem prvniho a druhého sezeni.
Ocekévana byla obecné nizsi preference sladkého roztoku v prvnim sezeni,
kdy byl pro potkany neznamy (neofobie) a piipadné snizena preference
sladké chuti u skupiny L2 jako projev anhedonie. Mezi skupinami ani
sezenimi ovSem nebyl patrny rozdil v poméru vypité oslazené vody
k celkovému mnozstvi zkonzumované tekutiny.

91



3.4. Diskuse

3.4.1. Ovéreni validity pouzZitého modelu

Snizeni exprese proteinu Nogo-A u linie L2 bylo v pivodni studii Tews a kol. (2013)
kvantifikovano metodou Western blot na zhruba 70 % normalni hodnoty v hipokampu,
koncentrace prislusné mRNA klesla na ptiblizné 50 %. U zvifat pouzitych v této studii bylo
zjisténo 77,9 + 5,5 % proteinu v hipokampu, a 59,1 £ 7.5 % Nogo-A mRNA tamtéz
(analyzu provadél M. Sladek a K. Weissova z odd. Neurohumorélnich regulaci FgU AV,
viz Fig. 1 vpraci Petrasek a kol., 2014b). Dobrd shoda mezi méfenimi ukazuje na to,
ze transgenni insert skutecné funguje, a snizeni exprese Nogo-A bylo i po kvantitativni

strance velmi podobné u zvifat pouzivanych v této praci a ve studii Tews a kol. (2013).

3.4.2. SniZena exprese Nogo-A vede ke zhorSené vykonnosti v ulohich kolotocového
bludisté

V uloze segregacni baterie vykazovali L2 potkani nesignifikantné zvySenou lokomoci
a signifikantni deficit v kognitivnich parametrech (poc¢et chyb a maximalni ¢as vyhybani se,
viz obr. 7B a C). Cas do prvniho vstupu (obr. 7D) se zde neukazal jako piili§ spolehlivy
parametr, protoze zvifata na pocatku sezeni Casto do sektoru vstoupila omylem 1 v ptipadech,
kdy jeho pozici zjevné znala, coz snizovalo vypovidaci hodnotu této veli¢iny a zvySovalo
rozptyl namétenych hodnot. V prvych dvou stupnich, kde byl sektor stabilni vzhledem
k povrchu arény, méla skupina L2 obecné ¢as do prvniho vstupu vyssi, ackoli celkovy pocet
chyb byl u nich srovnatelny nebo vyssi nez u kontrol. Tento rozdil by mohl byt zptsoben nizsi
lokomoci L2 potkanii na pocatku sezeni, protoze v téchto stupnich byla feSena Uloha
pasivniho vyhybani. Ve stupnich 3 — 5, kdy se zvifata musela sektoru vyhybat aktivné,
byl naopak ¢as do prvniho vstupu u L2 zvifat stejny nebo krat$i nez u kontrol. Pfi aktivnim
vyhybani ovSem median pro ¢as do prvniho vstupu ani u jedné ze skupin typicky
nepiesahoval 60 sekund, tj. dobu jedné otoCky arény, coz znamend, ze k prvému vstupu
dochazelo spise ndhodné.

Z grafii na obr. 7 je zjevné, ze ve vSech kognitivnich ukazatelich (pocet chyb,
maximalni ¢as vyhybani se, ¢as do prvniho vstupu) je kognitivni deficit skupiny L2 vyrazné&;jsi
Jde pouze o trend, nebot’ tento efekt se neukazal jako statisticky vyznamny, nicméné je

pozoruhodny.
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Jiz ve tfetim stupni byl konflikt referencnich ramct pfitomen — pachové znacky
na povrchu arénky byly sice skryty vodou, nicméné idiothetickd navigace (napf. integrace
dréhy) byla v rozporu s navigaci pomoci vzdalenéjsich voditek. Ve ¢tvrtém stupni byl konflikt
vyraznéj$i (pfibyly pachové znacky), nicméné poloha zakazaného sektoru vzhledem
k mistnosti zlstala stejnd jako v predeslém. V patém stupni byla poloha sektoru zménéna.
Ackoli testovaci podminky jinak zistaly stejné, vykonnost skupiny L2 klesla,
coz ukazuje na deficit kognitivni flexibility.

Ve tfetim stupni segregacni baterie, kde byla aréna zaplavena vodou, byl patrny
vyznamny nartist lokomoce i po¢tu chyb u obou skupin. Podilel se na tom bezpochyby fakt,
7e zvitata byla siln¢€ rozruSena piitomnosti vody, ktera jim patrné¢ byla nepfijemnd a navic

mohla ménit vnimani elektrického trestani.

V tloze aktivniho vyhybdni se mistu byly kognitivni pozadavky velmi podobné
poslednim dvéma stupniim segregacni baterie, potkani se ovSem soustfedili jen na averzivné
motivované vyhybani, potravni motivace chybéla. Lokomoce u obou skupin byla srovnatelna
(obr. 8A), skupina L2 si ale vedla vyznamn¢ htife v kognitivnim aspektu tlohy, méfeném
maximalnim ¢asem vyhybéani se (obr. 9A). Toto poskozeni bylo jest€¢ vyraznéjsi béhem
preuceni. To opét ukazuje na poskozenou schopnost segregace prostorovych ramcti s moznym
piispévkem snizené flexibility v chovani.

Pozorované rozdily by bylo mozno wvysvétlit také nekognitivnim postizenim.
Predpokladem k osvojeni ulohy je aktivni pohyb, nedostatecnd lokomoce vede k nizkému
poctu chyb v ulohach s pasivnim vyhybanim, a naopak k vysokému v aktivnim vyhybani se
mistu, bez ohledu na kognitivni schopnosti. S vyjimkou imobility souvisejici s anxietou
(diskutované v kapitolach 3.3.1.2 a 3.4.3) ale nebyly nalezeny vyraznéjs$i zmény v lokomoci,
motorické funkce byly také zcela normalni (viz kapitola 3.4.5). Zrakova ostrost byla
u potkanti obou skupin sice nizka, avSak domnivame se, Ze srovnatelna. Vyloucit ov§em nelze
deficit pozornosti, ktery by rovnéz mohl vést ke zhorSenému vyhybani v kolotoCovém
bludisti, protoze u pouzitého animalniho modelu nebyly Zadné testy zaméfené specificky na

pozornost provadény.

Celkové vzato vysledky ukazaly, Ze potkani s uméle snizenou expresi Nogo-A jsou
oproti kontrolnim jedincim na kolotoc¢ovém bludisti kognitivné horSi. V obou pouzitych
ulohéch byl pfitomen vyznamny kognitivni deficit, projevujici se zejména v ukazatelich pocet

chyb a maximalni ¢as vyhybani se.
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Ke zvladnuti ulohy aktivniho vyhybani se mistu, respektive poslednich dvou stupnii
segregacni baterie, potfebuji potkani schopnost prostorové navigace, kterd jim umoznuje
lokalizovat zak4zany sektor (ktery je sam o sob¢ neviditelny), ale také schopnost tfidit
orientani body do dvou samostatnych reprezentaci a z nich zvolit tu spravnou. Segregace
prostorovych ramct je povazovana za analogii kognitivni koordinace u lidi (Wesierska a kol.,
2005), ktera je specificky narusend u schizofrenikii (Phillips a Silverstein, 2003). Specificky
deficit této funkce u L2 zvifat ukazuje na postizeni podobné kognitivnim symptomim
schizofrenie.

V obou ulohach byl také pfitomen trend (byt nesignifikantni), ukazujici na vyostfeni
kognitivniho deficitu u skupiny L2 v podminkach pfeuceni, tj. po zmén¢é polohy zakazaného
sektoru. Vzhledem k vysokym kognitivnim narokiim a patrn€ i zvySené mife stresu to neni
zcela prekvapivé. ZhorSend kognitivni flexibilita v podminkach pieuceni v prostorové tloze
(vodni T-bludisté) byla navic jiz zaznamenana u mysi (Willi a kol.,, 2010) i potkant
(Tews a kol., 2013) s potlacenou expresi Nogo-A. V obou téchto piipadech byla pfipsana
perseveraci, tj. neucelnému ulpivani na diive nauceném vzorci chovani (viz kapitola 2.4.).
Ve zde popsanych experimentech ovSem perseverativni chovani, v podobé netcelného
vyhybani se dfivéjSimu sektoru, nebylo nikdy vyrazné a mezi skupinami se neliSilo
ani na urovni trendu (obr. 9B). Skupina L2 tedy méla problém osvojit si novou polohu
sektoru, aniz by Ipéla na diive nau¢eném vyhybani.

Celkova draha byla u skupiny L2 nesignifikantné zvySena v segregacni baterii,
a dokonce signifikantné¢ vy$si béhem habituace v uloze aktivniho vyhybani se mistu
(obr. 7A a 8A). Nabizela by se paralela s hyperlokomoci pozorovanou v modelech
schizofrenie a také u mySi s deleci genu pro Nogo-A (Willi a kol., 2009).
Lokomoce v koloto¢ovém bludisti je ovSem ovlivnéna také mirou stresu a prostorovou
strategii zvifat, nelze ji tedy jednoznacné srovnavat se spontanni lokomoci v testu otevieného

pole.

3.4.3. Anxieta v uloze aktivniho vyhybani se mistu

V kolotocovém bludisti bez potravni motivace se u fady potkant, zejména v kontrolni
skupiné, objevovaly znamky zvySené¢ anxiety. U né€kolika jedincii se dokonce objevila
dlouhodoba imobilita (freezing) trvajici po dobu nékolika sezeni (jak je patrné na obr. 8A).
Podobné chovani v obdobné uloze jiz bylo u kmene Sprague-Dawley diive popsano

(Carr a kol., 2011), a lze ptedpokladat, Ze jde o strnulost coby pasivni reakci na ohroZeni,
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ktera se zfejm¢ muze dlouhodob¢ upevnit mechanismem naucené bezmocnosti. U skupiny L2
se takovéto chovani objevovalo ziidka a nikdy nepfetrvavalo pies vice dnti.

Protoze uloha aktivniho vyhybani se mistu uz ze své definice vyzaduje aktivni
lokomoci, a nehybnd zvifata v ni nemohou nijak projevit své kognitivni schopnosti, museli
byt tito jedinci z analyzy vylouceni.

Dokonce i1 po vylou€eni pasivné se chovajicich zvifat byly zbyvajici kontroly
uzkostné€jsi nez jedinci skupiny L2, na coz poukazuje vyrazna thigmotaxe a vySsi defekace
(obr. 8B a C).

Tento rozdil v emocionalité¢ byl zjevné pritomen jiz pted prvni aplikaci elektrického
trestu, nebot’ vyssi thigmotaxe a nizsi lokomoce u kontrolni skupiny byly pozorovatelné jiz
béhem habituace, kdy zadné stresujici stimuly (vyjma nového prostifedi) nebyly piitomny,
obdobné se objevil 1 v habituacni fazi tlohy pasivniho vyhybani (kapitola 3.4.6). Da se tedy
predpokladat, ze i rozdily v ¢etnosti a dlouhodobosti pasivniho chovani mezi L2 a kontrolami
byly podminény niz$i anxietou u L2 zvifat. V ulohach segregacni baterie se pasivni chovani
prakticky neobjevovalo — pravdépodobné je to dano tim, Ze zvifata se kromé vyhybani
zakazanému sektoru vénovala také sbirani ¢okolddovych pelet, coz patrné usnadnilo upevnéni
aktivnich behavioralnich strategii anebo snizilo miru stresu.

Rozdil v mife uzkostnych projevl je ptrekvapivy, protoze snizena exprese Nogo-A
v doposud publikovanych studiich anxietu neovliviiovala (Tews a kol., 2013,

Willi a kol., 2009).

3.4.4. Navigace a pamét’ ve vodnim bludisti nejsou expresi Nogo-A ovlivnény

V testech ve vodnim bludisti se skrytym ostrivkem byly obé skupiny schopny
ostrivek nalézt, byly tedy schopny pouzivat vzdalené orienta¢ni body k lokalizaci skrytého
cile. Schopnost osvojit si pozici ostrivku béhem jediné plavby a uchovat ji po rizné dlouhou
dobu rovnéz nebyla snizenou expresi Nogo-A ovlivnéna (obr. 10). Na zdklad¢ vysledki
popsanych v literatuie (viz kapitola 2.4.) jsme ocekavali u L2 zvitat zvySenou perseveraci,
tj. tendenci hledat ostriivek na misté, kde se nachazel béhem ptredeslého dne. Perseverativni

chovani se ale mezi skupinami nelisilo.

3.4.5. Knockdown Nogo-A neovlivni senzorimotorické schopnosti potkanu
Test chlize po latce neukdzal Zzadné problémy s motorickou koordinaci,
coz je vsouladu s poznatky zjiSt€énymi z literatury, kde rovnéz nebyly motorické poruchy

u podobnych modeli nalezeny (Kim a kol., 2003a, Willi a kol., 2009).

95



V testu Morrisova vodniho bludisté s viditelnym ostrivkem se ukdzalo, ze potkani
obou skupin nejsou schopni navigovat na pomérné¢ maly viditelny cil. Jejich zrakova ostrost
ziejmé nebyla dostatecné vysokd, coZ ovSem neni u albinotickych kmenli neobvyklé
(Prusky a kol., 2002). V ulohach zavislych na vzdalenych orientacnich bodech vSak tento
problém nebyl zadvazny (tj. nezabranil pouziti prostorové navigacni strategie), patrné proto, ze
zvitata méla k dispozici dostate¢né velké a kontrastni orientani body Ci alesponi gradienty

svétla a stinu v prostiedi, popt. 1 nevizudlni zdroje prostorovych informaci (napt. akustické).

3.4.6. Neprostorova pamét’ v tiloze pasivniho vyhybani i habituace na novou chut’ jsou
zachovany

V testu pasivniho vyhybani si ob¢ skupiny uspésné zapamatovaly averzivni zkuSenost
s elektrickou ranou v tmavém kompartmentu, do né¢hoz i po 24 hodinach naprosta vétSina
potkanli odmitla vstoupit. LiSilo se ale jejich chovani béhem prvych tif sezeni
(kdy se seznamovali s aparaturou jeste pred averzivnim podnétem). Kontrolni jedinci
preferovali tmavou Cast aparatury a v nasledujicich sezenich do ni vstupovali stale dfive,
latence vstupu se u L2 potkanti nijak nezkracovala nebo se dokonce prodluzovala (obr. 11).
S piihlédnutim k vysledkim v kolotocovém bludi$ti mizeme usuzovat, Ze méné Uzkostni
potkani linie L2 nebyli natolik motivovani hledat ukryt v neosvétleném oddilu aparatury.

Chovani pri vystaveni sladkému roztoku se u L2 potkant nijak nelisilo, jejich neofobie

1 chut'ova preference jsou tedy podobné jako u nemodifikovanych potkanti (obr. 12).

3.4.7. Zmény v cirkadiannim rytmu

Cirkadidanni  rytmy v celkové aktivit¢ byly sledovany ve spolupréci
s odd. Neurohumoralnich regulaci FgU AV. Vysledky ukazaly, Ze i zvifata ze skupiny L2
vykazuji normalni cirkadianni rytmicitu. V podminkach trvalé tmy byl ovSem rytmus
v lokomoc¢ni aktivité vyraznéjsi u L2 zvifat (pomér mezi aktivitou béhem subjektivni noci
a subjektivniho dne byl vyssi). Celkova aktivita L2 potkanil ale nebyla zvySena, nybrz naopak
spiSe mensi. Za normalniho denniho rezimu se tento rozdil nevyskytoval, Slo tedy zfejmé
o projev odliSného nastaveni vnitinich biologickych hodin (viz Fig. 6 v praci
Petrasek a kol., 2014Db).

U transgennich mysi pozorovali Willi a kol. (2009) zvySenou aktivitu v tmavé fazi

denniho cyklu, coz by mohlo odpovidat témto pozorovanym zménam.
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3.4.8. Neurochemické zmény a abnormalni starnuti u L2 zvirat

Kristofikova a kol. (2013) popisuji vysledky analyzy mozka L2 potkanti. Studie byla
zamétfena na expresi podjednotek NMDA glutamatového receptoru (NR1, NR2A a NR2B)
ve frontalni kiife a aktivitu tfi izoforem NO syntdzy (nNOS, eNOS a iNOS) v parietalni kufe,
jejich lateralizaci (pomér mezi pravou a levou hemisférou) a vzajemné korelace.

Stimulace NMDA receptoru aktivuje syntézu NO stimulaci pfisluSnych syntdz,
které jsou spojeny s NMDA receptory pomoci tzv. postsynaptic density proteinu. Exprese
i lateralizace  NMDA receptori a NOS enzymd se pfitom vyznamné méni pii
neuropsychiatrickych poruchach.

U mladych kontrol nebyla nalezena zadna lateralita podjednotek NMDA receptoru.
Naopak u nNOS a iNOS byla zaznamenéna lateralizace u nékterych jedinct: pfiblizné tfetina
zvitat nebyla lateralizovana, u tfetiny byla vyssi aktivita vpravo a u dalsi tfetiny vlevo.

U star§ich kontrol (pouzitd jednoro¢ni zvifata byla spiSe ve stfednim véku nez
skute¢n¢ stara) byl nalezen pokles exprese NR1 bilaterdln¢, zvysSenad exprese NR2B vpravo,
bilateralni nartst aktivity nNOS a naopak pokles eNOS. U iNOS byla vyraznd levo-prava
asymetrie.

Mlada L2 zvitata nebyla od kontrol odlisna v expresi podjednotek NMDA receptoru,
vykazovala vSak zvySenou aktivitu iNOS vlevo.

U starych L2 potkanti doslo k bilateralnimu zvySeni exprese NR1. V aktivit¢ iNOS se

objevila pravo-levé asymetrie, tedy opac¢na nez u stejné starych kontrol.

Situace u L2 zvifat se v n¢kterych aspektech lisi od lidskych pacientii se schizofrenii.
Neni zde ziejmy celkovy narist exprese NR2B, ktery je pro mozky schizofrenikii typicky.
ZvySenou aktivitu iINOS vlevo a zmény ve vzijemnych korelacich mezi studovanymi
molekulami u mladych L2 zvifat ovSem lze povazovat za ptredasnou manifestaci zmén
souvisejicich s vékem (podobné zmény byly viditelné u starSich kontrol). Urcité zmény
podobné piedCasnému starnuti jsou pozorovany i u schizofrenikli (Kirkpatrick a kol., 2008).
U starych L2 zvirat tyto zmény nicméné nepokracuji, naopak nartist exprese NR1 a nckteré
zmény v korelacich mezi NO syntdzami jdou v opacném sméru, nez zmény u starych kontrol.
Narusené korelace mezi studovanymi proteiny u L2 zvifat by mohly ukazovat na dysregulaci

frontoparietalni interakce piredevsim v pravé hemisféte, coz je opét sty¢ny bod se schizofrenii.
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Celkoveé lze tedy fici, ze aktivita NO syntdz a exprese NMDA receptorovych
podjednotek se u L2 zvitat liSi od kontrol a také se odlisné vyviji v ¢ase. Nekteré z téchto

zmén souhlasi s ocekévanimi pro model schizofrenie, jiné nikoli.

V literatufe byly souvislosti mezi expresi podjednotek NMDA receptorti a Nogo-A jiz
popsany, zavery jsou ale dosti protichudné. Case (2011) ve své praci provadéla cileny
knockdown Nogo-A v neuronech vyvijejiciho se potkaniho neokortexu metodou RNA
interference. Vysledkem byly jednak zmény v morfologii synaptickych trni, jednak zmény
exprese markerti synaptické plasticity. Co se ty¢e NMDA receptorovych podjednotek,
exprese mRNA pro NR2B vyznamné klesla (o 86 %), zatimco u NR2A bylo sniZeni rovnéz
viditelné, ale statisticky nesignifikantni. Protoze pomér mezi NR2A a NR2B je dllezity
pro vyvolani plasticity zavislé na aktivit€¢ (use-dependent plasticity), 1ze ptredpokladat,
ze delece Nogo-A ovliviiuje plasticitu praveé tohoto typu. Peng a kol. (2011) ve své studii
nalezli naopak zvyseni exprese podjednotek NR1, NR2A a NR2B po zablokovéani exprese

Nogo-A v hipokampalnich neuronech in vitro.

V ramci studia L2 zvifat jsme se rovnéz pokouseli na samostatné skupin¢ zhodnotit
vliv starnuti na chovani, s cilem zjistit, zda se s vékem kognitivni deficit u L2 potkant
neprohlubuje (T. Petrasek, nepublikovana data). Vysledky pilotniho experimentu vSak nebyly
jednoznacné, zejména vzhledem k malému poctu zvifat, ktery nebyl dostatecny
ke statistickému zpracovani (n = 5-6). Vizudlni prohlidka dat ukézala, ze jeden rok staréd
zvitata obou skupin nejsou nijak zjevné kognitivné postiZzena, v kolotoCovém bludisti
1 vodnim bludisti si vedla podobné ¢i 1épe nez pllrocni. Rozdil mezi L2 a kontrolami
v takto malém souboru nebyl viditelny.

Ve véku nad 1 rok se vSak za¢ina objevovat ndpadné zvySend mortalita u L2 potkant
(stari 18 mésict se nedozilo 6/11 L2 potkant, ale jen 1/10 SD potkanil). Jeden z L2 potkant
musel byt utracen kvili téZké poruSe hybnosti (kvadruparéza). Z divodu mortality
a omezeného poctu zvifat jsme nakonec od experimentli zaméefenych na starnuti upustili.

Priciny tmrti L2 zvifat se ndm urcit nepodafilo. V této souvislosti lze uvazovat jak
o negativnim vlivu samotné snizené¢ exprese Nogo-A (napiiklad v souvislosti s jeho
neuroprotektivnim ptisobenim), tak 1 o nespecifickych vedlejSich ucincich samotné genové

manipulace (naruseni funkce jin¢ho genu, toxicita EGFP).
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Vzhledem ktomu, ze Nogo-A prokazateln¢ hraje roli v patologickém starnuti
a neurodegenerativnich poruchach (viz kapitoly 2.3.1 a 2.3.2), a zmény v procesu starnuti
doprovazené vyS$i mortalitou jsou patrné 1 u schizofrenie (Kirkpatrick a kol., 2008),
bylo by diikladnéjsi prozkoumani behaviordlnich i biochemickych aspektii stdrnuti u L2

potkant a pfipadné i pficin jejich mortality zajisté zajimavym tématem pro dalsi vyzkum.

3.4.9. Celkova interpretace

Z provedenych behaviordlnich experimenti je zfejmé, ze L2 potkani vykazuji
vyznamné zhorSeni v tulohach kolotoCového bludisté. Patrné jde o sniZzenou schopnost
kognitivni koordinace (naklddani se dvéma soubory vzajemné nesouhlasnych orientacnich
bodil) a kognitivni flexibility. Naopak uceni, kratkodobd i dlouhodobd pamét’ a schopnost
pfesné prostorové navigace u nich postizeny nejsou, o ¢emz svédéi nenaruSeny vykon
v ulohach pasivniho vyhybani a Morrisova vodniho bludisté.

Vykon v koloto¢ovém bludisti je siln€ zavisly na hipokampu (Wesierska a kol., 2005),
a to jesté vyraznéji nez v Morrisové vodnim bludisti (Kubik a Fenton, 2005). Poskozeni
hipokampu naruSuje také behaviordlni flexibilitu (Kimble a Kimble, 1965). Protoze
hipokampus patii ke strukturam s nejvyssi expresi Nogo-A viibec, predpokladame, ze by i1 zde
popsany deficit mohl byt hipokampéalni povahy.

Na molekularni urovni snizend exprese Nogo-A usnadiiuje vznik LTP i jinych forem
synaptické plasticity (Delekate a kol., 2011, Zagrebelsky a kol., 2010), piicemz LTP je
neuralnim podkladem formovani pamétovych stop (Pastalkova a kol., 2006, Serrano a kol.,
2008). Posileni signalizace ptfes Nogo-A skute¢né¢ vede ke zhorSeni pamétovych funkei,
at’ uz k nému dojde umélym navysenim exprese NgR1 (Karlén a kol., 2009) nebo pfirozenym
zvySenim exprese Nogo-A ve starnoucim mozku (Vanguilder a kol., 2011, 2012).

Skutecnost, Ze také sniZzeni exprese Nogo-A vede ke kognitivnim deficitim, se mize
zdat protimyslnd, nicméné je tfeba pfipomenout, ze problémy pozorované u L2 zvifat v této
praci nebyly ziejmé pamétového charakteru. U zvifat s potlacenou expresi Nogo-A je pamét’
jako takova vétSinou zachovana, zato vSak je u nich pozorovana snizend kognitivni flexibilita
(Willi a kol., 2010, Tews a kol., 2013). Neni nemyslitelné, Ze mira exprese Nogo-A
a tim isynaptické plasticity v hipokampu je normdlné nastavena na urcitou optimalni
hodnotu, pfi¢emz snizeni i zvySeni poskozuje hipokampalni funkce. Dilezitd je navic
1 lokalizace Nogo-A v buiikach, pficemz zde pouzity transgenni potkan s potlatenim exprese
pfedevS§im neurondlniho Nogo-A miize vykazovat odlisné projevy nez modely s deleci

neuronalni i glidlni exprese tohoto proteinu.
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Na zéklad¢ zde popsanych vysledki miizeme formulovat hypotézu, ze v hipokampu
L2 potkanti neni naruSena tvorba pamétovych stop, ovSem je snizena schopnost rozliSovat
mezi riznymi vstupy nebo reprezentacemi (coz by se mohlo tykat jak rozliSovani referencnich
ramcu v Uloze aktivniho alotetického vyhybéani se mistu, tak i rozliSovani mezi relevantni
a irrelevantni vzpominkou béhem pteuceni). K jejimu otestovani by ovSem bylo nutno

prozkoumat tyto funkce také v dalSich ulohach.

Poskozeni kognitivni flexibility, pozorované ve starSich studiich ve vodnim T-bludisti
(Willi a kol.,, 2010, Tews a kol., 2013) bylo pfipisovano perseveraci. RozliSeni mezi
skutecnou perseveraci a pouhym pomalejSim osvojenim nové polohy cile zde ale bylo
problematické, nebot’ v T-bludisti ma zvife na vybér pouze dvé mozné odpovedi. Pii preuceni
v koloto¢ovém bludisti se ovSem potkani mohou soucasné vyhybat jak ptivodnimu, tak i noveé
definovanému zakazanému sektoru, a lze tedy nezavisle hodnotit jak osvojovani si pozice
nového, tak pretrvavajici vyhybani se starému sektoru. Diky tomu jsme zjistili, ze deficit
L2 potkanii ve fazi pfeuceni neni doprovazen prehnané perseverativnim chovanim.

Také v Morrisov€ vodnim bludiSti jsme nezaznamenali zadny naznak perseverace.
To dopovida vysledkiim Willi a kol. (2009), kde zména polohy ostriivku v Morrisové bludisti
(Gloha testujici referencni pamét’) také neodkryla zadny deficit pfeuceni u mysiho modelu.
Je tedy mozné, ze deficit kognitivni flexibility je zavisly na pouzitém testu, zvifecim modelu

nebo obou faktorech.

3.4.10. Nogo-A knockdown jako model schizofrenie

Specifické behaviordlni projevy snizené exprese Nogo-A byvaji interpretovany jako
mozné projevy schizofrenii podobného chovani (Willi a kol., 2010, Tews a kol., 2013).
Vysledky prezentované v této praci ukazuji, Ze na tomto animalnim modelu skutecné lze

vysledovat projevy obdobné nékterym symptomiim u schizofrennich pacienti.

Velmi zévaznym zjiSténim je naruseni senzorimotorického gatingu (potlacena
prepulsni inhibice ulekové reakce) a latentni inhibice (Willi a kol., 2010, Tews a kol., 2013),
které poukazuji na neurovyvojové poskozeni, nemusi vSak byt specifické jen pro schizofrenii.

Obdobou pozitivnich (psychotickych) symptomii schizofrenie jsou u zvitrat predevsim
hyperlokomoce a stereotypie (Bubenikova-Valesova a kol., 2008a). Zmény v lokomoci ovsem

jsou u Nogo-A deficientnich animalnich modeld zaznamenavany jen v nékterych piipadech
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a nebyvaji nijak dramatické (s vyjimkou hyperlokomoce navozené¢ amfetaminem popsané
Willi a kol., 2009), stereotypie nebyly zaznamenany viibec.

Tews a kol. (2013) popsali u potkanti linie L2 projevy socidlniho stazeni, zda se tedy,
ze pritomny jsou i nékteré negativni symptomy. V této praci jsme ovSem nezaznamenali
projevy anhedonie jako dalSiho negativniho symptomu, coz potvrzuji i vysledky Enkel a kol.
(2014) sledujici vnimavost k odmeéné, tito autoii nicméné odhalili u linie L2 zmény
v hodnoceni poméru mezi Gsilim a ziskanou odménou.

Zhorsena kognitivni koordinace a flexibilita, pozorovana v této praci, patii k typickym
kognitivnim projevim schizofrenie (Phillips a Silverstein, 2003) a objevuje se také u jejich
animalnich modela (Lee a kol., 2012). Pro schizofreniky je typicky také deficit pracovni
paméti. NaSe vysledky v Uloze delayed-matching-to-place ve vodnim bludisti sice zadné
problémy s pracovni paméti neodhalily, nicméné Tews a kol. (2013) nalezli deficit
kratkodobé paméti pfi rozpoznavani novych ¢i premisténych objektl. Tento nesoulad lze
nejspiSe vysvétlit velmi odliSnym charakterem tloh (averzivni motivace vs. spontanni

explorace, deklarativni vs. rekogni¢ni pamét’).

Zajimavé muZze byt porovnani L2 potkani se zavedenymi modely schizofrenie.
Farmakologicky dizocilpinovy model (Bubenikova-Valesova a kol., 2008b, Vales a kol.,
2006), spocivajici v akutni administraci dizocilpinu (MK-801) je pomérné dobie
charakterizovany. Dizocilpin vyvolava hyperlokomoci a ve vysSich davkach i motorické
problémy. Neni zcela ziejmé, zda je ke kognitivnimu deficitu po podéani dizocilpinu citlivéjsi
koloto¢ové nebo vodni bludisté. Stuchlik a kol. (2004) zjistili naruSeni aktivniho vyhybani se
mistu v kolotoc¢ovém bludisti teprve v davce 0,2 mg/kg, zatimco navigace v Morrisove
vodnim bludisti byla zhorSena jiz pti 0,1 mg/kg. Nekteré novéjsi experimenty (Lobellova
a kol., 2013, Vojtéchova, 2014) vSak poukazuji naopak na vyssi citlivost kolotocového
bludisté, coz odpovidé pozorovanim u linie L2. Dizocilpinovy model i knockdown Nogo-A
jsou si kazdopadné podobné v tom, ze naruSuji vykonnost pifednostné v pieuceni
(Lobellova a kol., 2013). Zajimavé je, Ze u dizocilpinu je pozorovatelny anxiolyticky efekt
(byt’ jej nelze pocitat mezi schizofrenii podobné projevy), ktery prokazatelné¢ muze v uloze
kolotocového bludisté potlacovat tendenci k pasivnimu chovani (D. Klement, nepublikovana
data, Vojtéchova, 2014), coz je podobné situaci, kterou vidime u potkant linie L2

(viz kapitoly 3.3.1.2 a 3.4.3).
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Jako pftiklad neurovyvojového modelu miizeme pouzit model neonatdlni 1éze
ventralniho hipokampu (NVHL), ktery je Siroce pouzivany a dobie charakterizovany
(Lecourtier a kol., 2012, Swerdlow a kol., 2012). Lee a kol. (2012) zjistili, ze potkani s NVHL
jsou v dospélosti zhorSeni v kolotoCovém bludisti, a to zejména v pfeuceni na zménénou
polohu sektoru, coz se shoduje s nasimi pozorovanimi u potkanti se snizenou expresi Nogo-A.
Jsou ale vyrazné¢ zhorSeni také v Morrisové bludiSti a vykazuji vyraznou spontanni
hyperlokomoci (Beninger a kol., 2009), coz u L2 zvifat neplati.

Porovnavani a hodnoceni modelti schizofrenie je nicméné problematické. O etiologii
této choroby vime jen velmi malo, pravdépodobné je podminéna souhrou celé fady faktord.
U animalnich modelti miizeme tedy nanejvys hodnotit fenomenologickou validitu. Ani v této
kategorii ale neexistuji jednoznacna kritéria, podle nichz by se dala relevance modelu
posoudit (Lipska a Weinberger, 2000).

Animalni modely se snizenou ¢i zablokovanou expresi Nogo-A vykazuji pomérné
dobrou fenomenologickou validitu, zejména velmi konzistentné naruseny senzorimotoricky
gating a obdobu kognitivnich symptomu schizofrenie, a také nékteré symptomy negativni.
Pozitivni symptomy vSak podle vSeho chybé&ji. Je proto mozna spravnéjsi hovofit v tomto
pfipadé o modelu endofenotypli schizofrenie, tedy piiznakl pfitomnych u nemocnych osob
i mimo akutni ataky choroby (viz napt. Budel a kol., 2008). Pfitomnost jen n¢kterych skupin
symptomu a chybéni jinych je vSak u animdlnich modeli schizofrenie obvykla, a je bézna
iu lidskych pacientl trpicich touto chorobou, nebot’ schizofrenie je ve svych projevech
znatné ruznoroda. To, ze potkani linie L2 vykazuji pfedev§im kognitivni a negativni
symptomy, miize byt ve skutec¢nosti vyhodné pro jejich ptipadnou aplikaci pii vyvoji novych
antipsychotik. Trebaze tyto skupiny symptomt jsou pro kvalitu Zivota a spoleCenské uplatnéni
manifestovany v tradi¢nich animalnich modelech schizofrenie (Jones a kol., 2011).

Naruseni signalizace pfes Nogo-A se muze podilet na vzniku schizofrenie také u lidi,
piinejmensim v nékterych ptipadech (Willi a Schwab, 2013), proto jsou L2 potkani modelem
zajimavym 1 z etiologického hlediska. Existuje dokonce hypotéza, podle niz dilezitou tilohu
v patogenezi schizofrenie hraji pfirozené vznikajici miRNA regulujici genovou expresi
(Beveridge a Cairns, 2012, Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study
(GWAS) Consortium, 2011, Xu a kol., 2012, ptehled viz Willi a Schwab, 2013). V tomto
pfipadé¢ by dokonce i mechanismus sniZzeni exprese Nogo-A byl obdobny. To Ccini
z transgennich potkand linie L2 jeden znemnoha modell schizofrenie aspirujicich

na konstruk¢éni validitu.
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3.5. Zavér

Potkani se sniZzenou expresi Nogo-A vykazuji selektivni kognitivni deficit separace
prostorovych rdmcii v ulohdch kolotoCového bludiste, ktery nelze vysvétlit celkovym
zhorSenim prostorové navigace, paméti ani motorickych schopnosti. Vysledky nasveédcuji také
snizené kognitivni flexibilité. Ob¢ tato pozorovani jsou v souladu s hypotézou ocekavajici
u téchto zvifat ptiznaky podobné kognitivnim symptomim schizofrenie.

Oproti o€ekavanim byla u zvifat se sniZenou expresi Nogo-A zaznamenana sniZena
mira anxiety. Nepodafilo se prokazat deficit pracovni paméti, ani snizenou citlivost
k pfijemnym podnétim.

Na zédklad¢ téchto pozorovani se potkani se snizenou expresi Nogo-A jevi jako

perspektivni animalni model schizofrenie, a to zejména jejich kognitivnich symptom1.

Vysledky shrnuté v této praci pii uvazeni vSeho, co o Nogo proteinech a jejich funkci
vime, oteviraji fadu zajimavych problému pro budouci vyzkum.

Popsané experimenty se tykaly jen dospélych jedinct v pomérné uzkém vékovém
rozmezi. Vime vSak, Ze Nogo-A ovliviluje vyvoj mozku pre- i postnatalng, a zdsadnim
zpisobem se podili i na procesu starnuti. Studium vyvojového aspektu problematiky,
tj. zmén v chovani a biochemii od narozeni az po pokrocilé stafi, by proto umoznilo mnohem
hlubsi pochopeni funkce Nogo-A v mozku a snad i jeho relevance v patologii.

Bez zajimavosti by nebylo ani ovéteni funkénosti modelu na jiném genetickém pozadi.
Celd tada praci na transgennich mySich s vyfazenym Nogo-A doklada, Zze dopad
na neuroplasticitu je u riznych kmena velmi odlisny (viz kapitola 2.2.1.1), totéz bychom tedy
mohli ocekavat i u behavioralnich projevli podobné manipulace.

Z hlediska modelu psychozy by bylo jisté¢ zajimavé aplikovat u potkant linie L2
dodate¢nou zatéz, napiiklad psychotomimetickd farmaka, infekci v raném véku nebo
psychicky stres, a tak se pfiblizit predpokladané etiologii schizofrenie, kde se podle vétSiny

autorti kombinuji faktory genetické a environmentalni.
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4. SHRNUTI

Vysledky popsané v této praci ukazuji na rozdily v chovani mezi potkany se snizenou
expresi Nogo-A a kontrolnimi jedinci.

Neprostorovd pamét v uloze pasivniho vyhybani iprostorovd pamét a navigace
v Morrisové vodnim bludisti jsou zcela normdlni, v tlohach kolotocového bludisté se ale
objevuje napadny deficit. Z toho Ize wusoudit, Ze snizend exprese Nogo-A vede
ke specifickému zhorSeni kognitivni koordinace a flexibility, které ptfipomina kognitivni
symptomy schizofrenie.

Piihlédneme-li k biochemickym stanovenim klicovych proteinti a jejich laterality
(Kristofikova a kol., 2013), jsou naSe vysledky konzistentni s hypotézou spojujici snizenou

expresi Nogo-A se schizofrenii podobnym chovéanim u laboratorniho potkana.

SUMMARY

Results described in this thesis demonstrate behavioral differences between the rats
with decreased Nogo-A expression and wild-type controls.

Non-spatial long-term memory, assessed in the passive avoidance task, and spatial
memory and navigation in the Morris Water Maze, were normal, whereas in the Carousel
Maze tasks, notable cognitive deficit was apparent. This leads to conclusion that Nogo-A
deficiency leads to a very specific impairment of cognitive coordination and flexibility,
resembling cognitive symptoms of schizophrenia.

When taken together with the biochemical assessment of key proteins expression
and laterality in the brain by Kristofikova et al. (2013), our results are consistent
with the proposed link between decreased Nogo-A levels and schizophrenia-like behavior

in the rat.
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