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Abstrakt

V realném svété casto potrebujeme porozumeét slozitym prostorovym vztahtim
a integrovat stavajici znalosti. Kdyz se napriklad u¢ime novou trasu mezi znamymi
misty, musime integrovat nové znalosti a vytvorit novou kognitivni mapu prostoru.
Vzhledem k tomu, ze hipokampus je klicovou strukturou pro tvorbu epizodické
pameéti a prostorovou navigaci, zkoumali jsme aktivitu hipokampalnich neuront

CA1 pri kombinaci jednoduchych map slozeného prostoru.

Byl navrzen experiment, skladajici se z nékolika fazi, v kazdé z nich se potkan
seznamil se ¢tyrmi riaznymi rameny bludisté. V prvni fazi potkan prozkoumal pary
neprekryvajicich se ramen. Ve druhém prozkoumal kombinaci jiz drive znamych
ramen a ve tfetim vsechna ramena labyrintu. Béhem téchto navstév musel potkan
porozumeét prostorovym vztahtim mezi riznymi kombinacemi a vytvorit celou mapu

prostoru.

Moje vysledky naznacuji, ze potkan nedokazal pochopit vztah mezi nezavislymi
rameny, nez navstivil celé bludisté. Pri prozkoumavani celého labyrintu vznikla
zcela nova mapa pro bludisté a doslo 1 ke zménam v aktivité neuronu kédujicich jiz

znamé kombinace ramen.

Klicova slova: hipokampus, spanek, premapovani, bunky mista.



Abstract

In the real world, we often need to understand complex spatial relationships
and integrate existing knowledge. For example, when we learn a new route between
familiar places, we need to integrate the new knowledge and create a new cognitive
map of the space. Since the hippocampus is a key structure for episodic memory
formation and spatial navigation, we examined the activity of hippocampal CA1l

neurons when combining simple maps of a complex space.

An experiment was designed, consisting of several phases, in each of which
the rat was introduced to four different arms of the maze. In the first phase, the rat
explored pairs of non-overlapping arms. In the second, it explored a combination of
previously known arms, and in the third, all the arms of the labyrinth. During these
visits, the rat had to understand the spatial relationships between the different
combinations and create a complete map of the space.

My results suggest that the rat was unable to understand the relationship
between the independent arms before visiting the entire maze. While exploring the
entire labyrinth, a completely new map for the maze was created, and there were
also changes in the activity of neurons encoding already known combinations of

arms.

Keywords: hippocampus, sleep, remapping, place cells
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1. Uvod

Schopnost navigace ve prostoru je nezbytna pro preziti lidi a zvirat. Za
navigaci jsou zodpovédné bunky, které selektivné reaguji na polohu zvirete v
prostoru. V prvni radé se jedna o bunky mista, které jsou aktivni pouze v
omezenych ¢astech prostoru a nachazeji se v hipokampu. Stejné jako rada bunék
umisténych v oblastech sousedicich s hipokampem: mrizkové bunky, které tvori
sestithelnikovou mtizku v prostoru, bunky otoceni hlavy, které selektivné reaguji
na polohu hlavy zvirete, hrani¢ni bunky, které jsou aktivni v blizkosti prekazek,
stén a utesl. Spolec¢né tvori ,,vnitrni GPS*, ktery umoznuje vSéem savcim navigaci v

prostoru.

V soucasné dobé existuje mnoho praci vénujicich se procesim v hipokampu,
ke kterym dochazi pri orientaci potkana v riiznych bludistich a pri plnéni raznych
prostorovych ukold. Zustava vsak neprozkoumané, co se déje pri kombinaci dvou
map slozitého prostoru, tedy béhem procesu, kdy potkan musi spojit dvé nezavislé

prostorové znalosti v jednu a vytvorit tak spole¢nou mapu okolniho svéta.

Moje prace navazuje na diplomovou praci Marie Lebedevé. Vysledky mého
experimentu by meély prohloubit nase porozumeéni procesim vyskytujicim se pri
kombinaci jednoduchych map slozitého prostoru v oblasti CA1 hippocampu.



2. Literarni prehled

2.1 Anatomie hipokampalni formace

Hipokampalni formace je archikortikalni struktura medialniho temporalniho
laloku, soucast limbického systému. Zahrnuje samotny hippocampus, gyrus dentatus
a okolni oblasti: entorhinalni kuru, subikulum, pre— a parasubikulum. Samotny
hippocampus se skldd4 ze t¥i oblasti cornu Amonnis (CA) lisici se hustotou, velikosti
a spojenimi mezi bunnkami: CA1, CA2 a CA3 (Amaral and Witter, 1989).

Prvni elektrofyziologické studie identifikovaly dva typy bunék v hippocampu,
lisici se svymi anatomickymi a elektrofyziologickymi vlastnostmi. Prvni z nich se
nazyvaly «complex-spike cell» (CSC), protoze emituji akéni potencidly po skupinach
s prestavkami <10 ms. Jejich amplituda spiku je maximalni pri prvnim vyskytu a
poté se postupné snizuje. Na rozdil od CSC mély "théta cell" (TC) spiky stejné
amplitudy a jejich aktivita se zvysuje pii vyskytu théta rytmu. Aktivita obou typa
bunék koreluje s théta vilnami hippocampu (Ranck, 1973). Pozdéji bylo zjisténo, ze
anatomicky CSC odpovida pyramidovym bunkam a "theta cell" interneurontim.

Hlavnim typem bunék v hippocampu jsou pyramidalni neurony. Jsou to jediné
excitacni bunky ve cornu Amonnis, které tvori asi 90% celkového poctu bunék.
Zbyvajicich 10% bunék jsou inhibi¢ni neurony (Amaral and Witter, 1989), z nichz
muzeme rozlisit 20 typu v zavislosti na morfologickych, elektrofyziologickych a
molekulérnich vlastnostech (Klausberger and Somogyi, 2008).

Trisynapticky okruh

Vétsina externich vstupt do hipokampu pochazi z entorinalniho kortexu pres
axony perforujici drahy. Hlavni ¢ast vybézkt vychazi z I1. vrstvy entorialniho kortexu
a je zameérena na granularni bunky gyrus dentatus. Dalsi mala ¢ast vybézka z III.
vrstvy sméruje primo do oblasti CA1 a CA3 hippocampu.

Jedina cesta vychazejici z granularnich bunék gyrus dentatus se nazyva
mechov4d vldkna (mossy fibers) a vede signdl k pyramidovym bunkim a
interneuronum oblasti CA3. Poskytuji vzacnou, ale silnou asociaci s 3-105
pyramidalnich bunék CAS3 u potkanu. Kazdy neuron CA3 prijima asi 50 vstupt
mechovych vlaken, takze ridkost tohoto spojeni je 0,005 % (obr. 1).



Pyramidové bunky CA3 tvori mnozstvi rekurentnich kolateralnich spojeni s
jinymi bunkami CA3. Poskytuji 1,2 -10* synapse na dendritech, takze systém CA3 je
ve skutecnosti sit s piiblizné 2% konektivitou mezi riiznymi neurony CA3 (Rolls and
Treves, 1998).

Odtud se informace prevadi Schafferovymi kolateralami do CA1 oblasti. CA1
dokonéuje tento trisynapticky obvod (obr. 1) vysldnim signalu do hlubokych vrstev
entoridlniho kortexu, bud piimo nebo pies subikulum (Andersen et al., 1971).
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Obr. 1 Trisynapticky okruh. A — obecné schéma. B — Pocet synapsi vstupujicich do kazdé bunky
CA3 u potkana. Vysvétlivky: EC — entorhinalni ktra, DG — gyrus dentatus, CAl — oblast cornu
Ammonis, CA3 — CA3 — oblast cornu Ammonis. Upraveno podle Yau et al., 2015.

Hipokampus jako atraktor

Atraktorova sit je sit opakované propojenych neuront, které jsou diky své
vnitini organizaci schopny prejit do stabilniho stavu a udrzovat jej (Hopfield, 1982).

Pokud je sit atraktort schopna posilit spojeni mezi soucasné aktivnimi neurony
podle Hebbovych pravidel, pak se nazyva autoasociativni sit. V tomto pripadé je
kazdy nauceny vzorec stabilnim atraktorem, ktery muzeme volat 1 s casteénym
signalem. Tento jev se nazyva "pattern completion". Pokud jsou si dva vzory prilis
podobné, muze dojit k chybé. Proto je druhou dtlezitou vlastnosti autoasociativni sité
- "pattern separation", proces, pri kterém se podobné vzory stavaji méné podobnymi
(Rolls and Treves, 1998).



Obrazek 2 ukazuje model atraktorové sité. Vnéjsi signal zpusobuje aktivaci
neuronu i, ktery je s neuronem j spojen kolateralnimi rekurentnimi synapsemi Wj.
Je tak organizovana pozitivni zpétna vazba. Negativni zpétna vazba je usporadana
podobnym zplisobem, ale zajistuji ji inhibiéni interneurony (Rolls, 2007).

Oblast CA3 hippocampu m4 excitaéni rekurentni spojeni (Ishizuka et al., 1990),
a diky plasticité zavislé na ¢éasovani impulzi (spike-timing dependent plasticity,
STDP) pyramidové bunky pii spoleéné aktivace posiluji synaptické spojeni mezi
sebou (Bains et al., 1999).
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Obr. 2 Architektura sité atraktord. Prevzato z Rolls et al., 2008.

Kvali témto vlastnostem je oblast CA3 hippocampu povazovana za
autoasociativni atraktorovou sit (Treves and Rolls, 1994).

To je potvrzeno vyzkumem: s malymi zménami ve vstupnich signalech je CA3
schopen doplnovat a udrzovat pattern, a kdyz jsou zmeény prilis velké reaguje a
oddéluje vzory (Lee et al., 2004). A¢koli mZeme pozorovat pattern separation v CA3,
teoretické modely naznacuji, ze k ni dochazi jesté pred vstupem do CA3 — v gyrus
dentatus (Leutgeb et al., 2007).
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Oblast CA1l na rozdil od CA3 nema opakujici se spojeni mezi pyramidovymi
bunkami, a proto nebude mit schopnost dokonéit a oddélit vzory (Guzowski et al.,
2004) a zmény vzort piimo imérné zméné pirichozich signalii (Lee et al., 2004).

2.2 Hipokampus jako navigaéni systém

Koncept hippocampu jako struktury nezbytné pro dlouhodobou pamét, vznikl
po znamém pripadu pacienta Henryho Mollisona. Kvali tézké epilepsii mu byl
odstranén hipokampus a okolni oblasti. Po operaci si nedokéazal vytvorit nové
vzpominky, i kdyZ si uchoval pamét vétsiny starych (Preilowski, 2009). ProtoZe byl
odstranén nejen hipokampus, ale 1 amygdala, ¢ast parahipokampalni a temporalni
klry, neni zcela spravné povazovat tento pripad za potvrzeni role hipokampu v
pameéti. Nasledné studie o amnézii a neurodegenerativnich onemocnénich vsak

potvrdily funkeci hipokampu pii1 konsolidaci paméti.

Dalsi dtlezity krok v pochopeni role a funkce hipokampu se odehral v roce
1971. O'Keefe a Dostrovsky zjistili, ze hipokampalni bunky reaguji specificky na
pozici potkana v prostoru. Tyto bunky se nazyvaly buniky mista (O'Keefe a
Dostrovsky, 1971) a hippocampus zacal byt povazovan za kliéovou strukturu pro

prostorovou navigaci.

Poskozeni hippocampu zptisobuje deficit v prostorové navigaci (Morris et al.,
1982). Je vsak treba poznamenat, ze deficit vznikal predevsim v tikolech
vyzadujicich allocentrickou navigaci, a jen v malé mire postihl navigaci
egocentrickou, tj. navigaci vzhledem k poloze vlastniho téla. Allocentricka navigace
se zhorsila pouze v pripadé, ze zpozdéni v testu presahlo 5 sekund, coz mtze
naznacovat roli hipokampu v rozpoznavani a uchovavani allocentrickych

prostorovych informaci (Holdstock et al., 2000).
Place cell

Bunky mista (place cell) jsou pyramidalni neurony v oblastech CA1 a CA3
hippocampu, které se aktivuji pouze tehdy, kdyz zvire vstoupi do urcitého mista v
prostoru (O’Keefe and Dostrovsky, 1971). Pole v prostiedi, kde bude aktivni bunka
mista, se nazyva "firing field" nebo "aktivaéni pole" (Muller et al., 1987).

Nejbéznéjsi a nejjednodussi metodou pro vizualizaci aktivity place cell je
vytvoreni firing rate map (FRM). Studovany prostor je rozdélen na ¢tvercové
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fragmenty, pro kazdy z nich je vypoé¢itana frekvence akénich potencialtt (Muller et
al., 1987). Vysledné hodnoty jsou zobrazeny podle zvoleného barevného schématu.
Moje prace (a obrazek 3) bude pouzivat zluto-modré barevné schéma, kde zluta
predstavuje nulové hodnoty a modra predstavuje maximalni hodnoty.

Obr. 3 Firing rate map pro 6 riznych neuronti (A-F), zaznamenané v kruhové aréné. Prostor
je rozdélen na stejné velké ¢tverce a jejich barva udava uroven aktivity urcitého neuronu v prostoru.
Zluta oznacuje nulovou uroven aktivity, fialova — maximum. Prevzato z Muller et al., 1987

Neurony s prekryvajicimi se aktivnimi poli a dobou aktivity se nazyvaji "cell
ensemble". Je jedineény pro konkrétni prostredi a kazdou pozici v ném, a proto
sledovanim aktivity cell ensemble, mizeme s vysokou presnosti urcit cestu zvirete
(Wilson and McNaughton, 1993).

Asi 30 % hipokampalnich bunék CA1 se podili na kédovani kazdého prostredi
(O'keefe a Nadel, 1979), a 5 % z celkového poétu bunék bude aktivnich v kazdém
bodé prostoru (Wilson a McNaughton, 1993). Mistové buniky p¥itom nemaji
topografickou organizaci — neurony umisténé vedle sebe v mozku mohou byt aktivni
ve zcela jinych ¢astech prostredi. Naopak bunky aktivni na jednom misté v prostoru
mohou byt v hipokampu daleko od sebe. (Redish et al., 2001).

Primér firing fields se mtze lisit od desitek centimetrd az po metry (Kjelstrup
et al., 2008; Harland et al., 2021). V laboratornich podminkach vsak velk4 aktivni
pole u zvirat vidime jen zridka. Pravdépodobneé je to zptisobeno schopnosti bunék
mista prizptsobit velikost aktivniho pole velikosti testovaci arény (Keefe and

12



Burgess, 1996). Podobny jev mtiZeme pozorovat i u poétu aktivnich poli. V malych
labyrintech ma vétsina place cell pouze jedno aktivni pole, zatimco ve velkych
prostorech je poc¢et bunék se dvéma nebo vice aktivnimi poli od 60 do az 90 % (Park
et al., 2011; Fenton et al., 2008).

Théta fazova precese

Lokalni potencial pole (LFP) piredstavuje celkovou aktivitu populaci neuronti
reprezentovanou jejich extracelularnimi potencialy. Theta rytmy s frekvenci 6-12
Hz jsou pozorovany v hippocampu bdélého potkana béhem pohybu a béhem REM
spanku (Vanderwolf, 1969).

O’Keefe a Recce zjistili, ze place cell vykazuji "fazovou precesi", tj. jsou
aktivovany v ¢asnéjsich a ¢asnéjsich fazich cyklu theta, kdyz zvire prochazi
aktivnim polem (O’Keefe and Recce, 1993) (obr. 4). Tento jev byl pozorovan nejen
v bunkich mista, ale i v jinych navigaénich bunikéch, jako jsou grid cell (Hafting et
al., 2005) nebo head direction cell (Tsanov et al., 2011).

b
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Obr. 4 Nahore: pole aktivity neuront. Uprostfed: doba aktivace pyramidalnich bunék
vzhledem k fazi theta. Dole: ¢as aktivace bunky mista vzhledem k fazi theta. Place cell jsou
aktivovany v casnéjsich a ¢asnégjsich fazich cyklu theta, kdyz zvire prochézi aktivnim polem.

Prevzato z Drieu and Zugaro, 2019
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Existuji dvé verze vysvétlujici mechanismus fazové precese. Podle prvni verze
maji bunky place sv(j vlastni cyklus vnitinich oscilaci, ktery je kratsi nez viny
theta. Pri1 vstupu do pole mista se oba cykly synchronizuji a nasledné se vlivem
rozdilu ve frekvenci postupné rozchazeji. Vzhledem k tomu, ze k aktivaci neuront
dochazi na vrcholu jejich aktivity, uvidime posun akéni potencialy vzhledem k
rytmu theta. (O’Keefe and Recce, 1993).

Druha hypotéza rika, ze akéni potencialy jsou emitovany pokazdé, kdyz se
neuronu podari prekonat inhibici rizenou fazi theta. Protoze excitace nartsta v
pritbéhu ¢asu, akéni potencidly se objevuji dirive a diive neZ rytmus theta (Kamondi
et al., 1998).

Vzhledem k tomu, Ze absence theta rytmu v hipokampu byla spojena s
deficitem prostorové paméti, bylo navrzeno, ze theta rytmus je nutny pro fungovani
place cell (Winson, 1978). Vznikly deficit prostorové paméti nelze vysvétlit
porusenim tvorby aktivniho pole. Hippokampalni bunky mohou vytvaret a udrzovat
aktivni pole jak ve znamém, tak v novém prostredi, a to 1 v nepritomnosti rytmu
theta (Brandon et al., 2014). Theta rytmus byl také spojovan s vyskytem dvou
riiznych reprezentaci na stejné mapé (Jezek et al., 2011).

Jiné bunky v navigacnim systému mozku

Kromé place cell existuje v mozku rada bunék zapojenych do procesu navigace
(obr. 5).

Bunky sméru hlavy (head direction) jsou bunky, které zvysuji ativaci, kdyz je
hlava zvifete otodena uréitym smérem (Taube et al., 1990). Jsou to jediné navigaéni
bunky, které poskytuji prevazné egocentrické spise nez alocentrické informace o
poloze zvirete v prostoru. Piivodné byly nalezeny v dorzalnim presubikulu (Taube et
al., 1990), ale nachazeji se také v entoridlnim kortexu (Sargolini et al., 2006) a
mimo hipokampalni formaci, v dorzalnim thalamickém jadru a retrosplenalnim
kortexu (Taube, 2007).

Grid cell jsou lokalizovany v medidlnim entoridlnim kortexu (Hafting et al.,
2005; Sargolini et al., 2006), pre- a parasubikulu (Boccara et al., 2010). Aktivni pole
téchto bunék se objevi v pravidelnych intervalech a tvori tak pole sestithelnikovych
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mrizek. Rizné populace bunék mrizky maji rizna meéritka aktivnich poli, posunuti
a orientaci. Navic se velikost a vzdalenost mezi aktivnimi poli zvétsuje od

dorzalniho k ventralnimu entorindlnimu kortexu (Fyhn et al., 2008).

Border cell je dalsim typem navigacni bunky umisténé v medialnim
entorialnim kortexu a parasubikulu. Tyto bunky vykazuji svou aktivitu v blizkosti
riznych hranic, jako jsou stény, prekazky atd (Solstad et al., 2008).

A B C D
Border cell

Place cell Head direction cell

g

20 Hz

ik = Spikes "Q)@ = Path of rat _ o

Obr. 5 A. Bunikky mista maji jedno aktivni pole v prostoru. B. Bunky sméru hlavy reaguji na
dhel hlavy, funguji jako «vnitini kompas». C. Aktivita mrizkovych bunék se objevi v pravidelnych
intervalech a tvori tak pole Sestithelnikovych mrizek. D. Hrani¢ni bunky

Path-integration

Existuje hypotéza, ze hipokampus nepotirebuje senzorické vstupy k modelovani
stabilnich reprezentaci, ale samotna architektura hipokampu umoznuje
synchronizaci s pohyby (O’Keefe and Nadel, 1978). Podle této hypotézy budou bunky
hippocampu aktualizovat svou aktivitu sledovanim pohybt potkanu v prostoru na
zdkladé signald z vestibuldarniho a proprioceptivniho systému (Mcnaughton et al.,
1996). Tato strategie, zndm4 jako integrace cest (path-integration), je vsak nachylna
k hromadéni chyb v priibéhu éasu bez rekalibrace. (McNaughton et al., 1991)

Potvrzuje to studie (Save et al., 2000), ve které byli potkani testovani ve
c¢tyrech riznych prostredich: se svétlem a bez néj a vizualni orientaci, s pachy a s
¢isténim k odstranéni pacht. Neurony byly zaznamenavany po dobu 48 minut, aby
se vyhodnotily do¢asné zmény v bunécné aktivité. Bez vizualnich a ¢ichovych
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informaci byla aktivni pole nestabilni, bunky mista byly ¢asto premapovany a
nékteré drive aktivni bunky byly obecné tiché. Naopak za pritomnosti zrakovych a
cichovych senzorickych informaci byly bunky vznikajiciho mista nejstabilné;jsi.

Objekty umisténé v prostoru mohou byt také podporou pro synchronizaci map
a zajistit jejich stabilitu. Pokud jsou potkani slepi od narozeni umistény do bludiste
stabilnich objektq, jejich hipokampus vytvari stabilni reprezentace, stejné jako u
krys s funkénim zrakem. Kdyz se objekty otaci, otaci se i reprezentace, coz potvrzuje
jejich roli jako senzorickych synchronizatort (Cressant et al., 1997)

Hipokampalni reprezentace jsou tedy rizeny jak vnitrnimi pozicnimi podnéty,

tak vnéjsimi smyslovymi podnéty.

Role interneuront v kédovani prostoru

Pokud jsou bunky mista vysoce lokalizovany a jejich firing rate klesne na
nulu mimo pole mista, pak interneurony se aktivuji velmi vysokou rychlosti (20
nebo vice pulzli za sekundu) ve vét$iné prostoru. Proto se obecné uznava, ze
interneurony umisténé v CAl, CA3 a gyrus dentatus hippocampu na rozdil od
bunék mista neobsahuji prostorové informace, ale poskytuji zaklad pro fungovani

sité a prevenci nadmeérné excitaci.

Stejné jako bunky mista vsak obsahuji 1 informace o poloze zvirete v prostoru.
Na rozdil od bunék mista, které jsou povazovany za hlavni zdroje informaci o poloze,
obsahuji interneurony jak informaci "ON" - misto nejvyssiho paleni, tak "OFF" -
misto, kde je interneuron neaktivni (Wilent and Nitz, 2007) (obr. 6). Pokles paleni
interneuronu muze byt spojen s uvolnénim bunék z inhibice v této zéné. Navic je
toto spojeni pozorovano jak v pritomnosti primého synaptického spojeni mezi

interneuronem a bunkou mista, tak bez néj (Hangya et al., 2010).

Vzhledem k velkému poctu raznych typl interneuronti v hippocampu je
dtlezité poznamenat, ze vétsina typt obsahuje prostorovou informaci, 1 kdyz jeji

vlastnosti mirné lisi (Geiller et al., 2020).
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Obr. 6 Priklad aktivniho pole interneuront a bunék mista. Prevzato z Hangya et al., 2010
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2.3 Premapovani
Typy premapovani

Obecné se uznava, ze reprezentace jsou stabilni a pretrvavaji pri
opakovanych navstévach bludisté v priibéhu éasu (Thompson a Best, 1990). KdyzZ se
vSak kontext zméni, napriklad pri vstupu do jiného prostredi, se zménami
smyslovych podnétd nebo se zménou vnitrni motivace, nékteré bunky zmeéni
umisténi svych poli mista a aktivity. Tento jev se nazyva ,premapovani“ (Muller a
Kubie, 1987).

Rozlisujeme nékolik typl premapovani: globalni, ¢asteéné a rychlostni (obr.7)

Ke globalnimu nebo tplnému premapovani dochazi, kdyz vzorce aktivity ve
dvou réiznych prostorech spolu nekoreluji (Muller a Kubie, 1987). Tento jev
pozorujeme nejcastéji pri presunu zvirete do nového prostoru a pravdépodobneé je to
zptsobeno potiebou rozliSovat mezi dvéma nezavislymi zkusenostmi (Leutgeb et al.,
2005). Globalni premapovani 1ze ale pozorovat i v jiz zndmych prostorech.
Napriklad, kdyz bylo T-bludisté otoceno o 45 stupna vzhledem k vizualnim
podnétiim, objevila se zcela nova reprezentace. Pri otoceni o 90, 180 a 270 stupnt
tento jev pozorovan nebyl (Cressant et al., 2002).

K ¢astecnému premapovani dochazi, kdyz se pole méni pouze v ¢asti bunek,
zatimco druha ¢ast zachovava stara. Experiment Andersona a Jeffreyho dokonale
demonstruje efekt ¢astecného premapovani. Behem behavioralniho tkolu byly
potkani umisténi do 4 riznych prostordi, které se navzajem lisily vini (vanilka nebo
citron) a barvou stén (Cerné nebo bild) testovaciho prostoru. Pii hodnoceni FRM
bunék mista bylo zjisténo, ze nékteré z neurontd meély odlisné pole mista ve vsech
prostorech, nékteré si pole zachovaly béhem vsech sezeni a nékteré si zachovaly sva
pole za stejnych senzorickych podminek. Napriklad neurony mély dvé reprezentace,
z nichZ jedno se objevilo s vanilkou a druhé s citronem (Anderson and Jeffery, 2003).

Rychlostni premapovani (Leutgeb et al., 2005) je poslednim typem
premapovani, které neméni umisténi aktivniho pole neuronu, ale firing rate bunék.
Nejcastéji je ratingové premapovani pozorovano u ukola souvisejicich s volbou mezi

alternativnimi moznostmi nebo s drobnymi zménami v kontextu prostredi. V
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experimentu, kdy si potkan v zavislosti na druhu potravy musel vybrat mezi dvéma
chodbami, firing rate bunék mista urcoval budouci volbu (Allen et al., 2012).

A Global remappin B Partial remapping c Rate remapping
apping
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Obr. 7 Tri typy premapovani. Nahoru: testovaci prostredi. Uprostied: FRM pét raznych place
cell. Dole: bunky aktivni v pozici oznacené éernou ¢arou jsou zvyraznény cervené. (A) Globalni
premapovani. Vyskytuje se, kdyz dojde k vyrazné zméné prostredi. Vsechny bunky zménily aktivni
misto. (B) Cdsteéné premapovani. Nékteré neurony si zachovavaji své aktivni pole. (C) Premapovani
rychlosti. Vyskytuje se v disledku drobnych zmén v testovaci aréné. Pole bunécné aktivity ztustavaji
na stejnych mistech, ale firing rate se méni. Prevzato z Latuske et al., 2017.

Obecné se uznava, ze stupen premapovani zavisi na sile zmény okolniho
prostoru. Existuji vsak studie, kde potkani reaguji odlisné na stejné zmény v
kontextu (Leutgeb et al., 2005; Lever et al., 2002). Jednim z moznych dtvod?, proé k

tomu dochazi, je to, Ze reprezentace zavisi na predchozi zkusenosti zvirete.

Zkusenost ovliviiuje premapovani

Vznik nové reprezentace v novém kontextu zavisi na mnoha parametrech. V
klasickém pohledu se reprezentace objevi okamzité, kdyz potkan navstivi novy
prostor a ziistanou nezménény po dlouhou dobu (Muller et al., 1987). Ve vétsiné
studii vsak byla zvirata vystavena pouze jednomu kontextu nebo jiz byla

obeznamena s prostredim pred zahajenim experimentu.
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Ve studiich, kde byly potkany testovany ve dvou rtiznych arénach, dochazelo
k postupnému vzniku reprezentaci pro kazdy prostor (Lever et al., 2002). Pokud
navic zvire prozkoumalo dva rtizné prostory jeden po druhém, oddéleni prostorovych
reprezentaci trvalo vice ¢asu nez oddéleni prostorovych map s intervalem mezi
navstévami (Law et al., 2016).

Jednim z vysvétleni pro postupného oddéleni dvou reprezentaci muze byt

postupny proces uceni pri zkoumani prostredi.

Takze v morfovacich testech po dlouhou dobu rtizné laboratore ziskavaly
protichtdné vysledky. Experimenty s morfovanim zahrnuji vyuku potkany kulaté a
ctvercové arény a nasledné pozorovani chovani neuront, jak se tvar postupné meéni
z kulatého na ctvercovy. Nékteré laboratore v disledku toho zaznamenaly
postupnou transformaci z jedné reprezentace do druhé (Leutgeb et al., 2005),
zatimco jiné zaznamenaly ostry prechod mezi zndmymi reprezentacemi (Wills et al.,
2005).

Nedavna studie z roku 2021 testovala chovani populace neuront CA1l v
rtiznych prostredich pomoci virtualni reality. Prvni skupina zvirat navstivila dveé
prostredi, ktera se od sebe vyrazneé lisila barvou a vinénim pozadi, barvou
orientacnich boda. Druha skupina navstivila nejen tyto dva prostory, ale 1
meziformy, které si rozsirily zkusenosti. Ve skupiné navstévujici vyrazné odlisna
prostredi zptusobilo umisténi v prechodném prostredi aktivaci jedné ze dvou

extrémnich map odvozenych z piredchozich zkusenosti. (Plitt and Giocomo, 2021).

Ve skupiné, ktera byla obeznamena s sirsim rozsahem vizualnich podnétuq,
vysledné reprezentace meély tendenci vytvaret prechodné stavy. To nam rika
dulezitost predchozich zkusenosti pro premapovani. Jinymi slovy, ¢im vice riznych
podnétt se potkan naucil identifikovat, tim lépe bude hipokampus schopen

rozlisovat mezi riznymi prostory.

To potvrzuje 1 dalsi studie, kde, kdyz byly potkany poprvé predstaveny
kulatym a ¢tvercovym arénam, mélo 73 % neuronti v obou pripadech homotopicka
pole. Kdyz se potkany naucily rozlisovat mezi dvéma rtiznymi tvary a oddélily
zpocatku podobné reprezentace, byly umistény do jinych kulatych a ¢tvercovych
bludist. V nich méla opét vétsina neurontt homotypicka pole, ktera byla oddélena,
jak byl prostor zkouman (Lever et al., 2002).
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Nestabilita reprezentaci

Dokonce 1 kdyz dojde k oddéleni dvou reprezentaci, mapy se nestanou
absolutné stabilnimi. Technicky pokrok posledniho desetileti umoznil zaznamenat
elektrofyziologickou aktivitu obrovskych poli neuront v pribéhu ¢asu. S moznosti
dlouhodobého zaznamu bunék mista se zacalo stale castéji mluvit o nestabilité
reprezentace bunék v case. Nepretrzité zmeény, ke kterym dochazi u
hipokampalnich reprezentaci ve stabilnich a znamych prostorech, byly nazvany
,reprezentacni drift“ (“representational drift”) (Rule et al., 2019).

V dlouhodobé 45denni studii velkého mnozstvi neurontt CA1 (500-1000 bunék
z kazdého zvifete) bylo moZné stanovit, ze pouze 15-25 % neuront si udrzuje
stabilni pozici mezi dvéma nahodné odebranymi sezenimi. Soucasné byla vétsina
bunék aktivni pouze v jednom nebo dvou sezenich (57 %) a populace bunék, ktera se
vyskytla behem vsech 45 dn, byla pouze 3 % z celkového poctu zaznamenanych
neuronu. Je zvlasté zajimavé, ze tato 3 % si béhem experimentu zachovala aktivni
pole (Ziv et al., 2013, Obr. 8).
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Obr. 8 FRM pro neurony zaznamenané béhem 35 dnt. Udaje jsou serazeny podle pozice aktivniho
pole (e) 5. den, (f) 20. den a (g) 35. den. Je vidét, Ze reprezentace se neustale postupné meéni.
Prevzato z Ziv et al., 2013

Takova variabilita je pozorovana u CA1l, zatimco CA3 zustava stabilni
(Mankin et al., 2012). Jednim z moZnych vysvétleni by mohla byt ¢asova informace
prichdzejici z entoridlniho kortexu do oblasti CA1 (Howard and Natu, 2005). Oblast
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CA3 by tedy mohla poskytovat kontextové a prostorové informace, zatimco oblast
CA1 je doplnuje ndhodnymi zménami, aby zakédoval éasovy aspekt (Keinath et al.,
2021).

Ve vyse uvedenych studiich, navzdory malym zménam v souboru neuront,
mély bunky jasné definovana aktivni pole, ktera si po néjakou dobu zachovala svou
stabilitu. Pro udrzeni aktivnich poli je vsak nutné mit béhem experimentu
behavioralni kol nebo cil (Kentros et al., 2004).

S presnosti reprezentaci souvisi 1 naroc¢nost ikolu. Potkani, které mély
prostorovy ukol, mély jasné organizovana aktivni pole, na rozdil od zvirat, ktera
hledala potravu nebo neplnila zadny tkol. Reprezentace volné se pohybujicich
zvitat bez behavioralniho tikolu se navstévy od navstévy velmi lisily (Kentros et al.,
2004, Muzzio et al., 2009).

Navic, pokud mél potkan béhem plnéni behavioralniho tkolu dobre
definovana pole, ale pak kol opustil, prostorovy kéd zac¢ina degradovat. Aktivni
pole se stavaji méné omezenymi, zvétsuji oblast ¢innosti, ale zaroven udrzuji droven
strelby na stejné Grovni. Pr1 navratu k dloze se aktivni pole opét stavaji omezenymi

a vysoce informativnimi (Pettit et al., 2022).

Je dulezité poznamenat, ze pri provadéni prostorového ukolu se pole aktivnich
mist se nevyskytuji okamzité. Takové zmény mohou byt spojeny s "filtrovanim"
zbyteénych podnéth k vyreseni problému (Muzzio et al., 2009, Jeantet and Cho,
2012).
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2.4 Spanek a konsolidace paméti

Konsolidace pameéti je proces formovani dlouhodobé paméti. Konsolidaci
muZeme rozdélit na bunéénou, spojenou se synaptickou plasticitou (Bekinschtein et
al., 2010) a systémovou, tj. prenos informaci z hipokampu do mista dlouhodobého
uloZzeni (Marshall and Born, 2007).

Tvorba pameéti zacind bezprostredné po udalosti na bunécéné trovni. Patri mezi
né synapticka dlouhodob4 potenciace (LTP) nebo dlouhodoba deprese (LTD), ¢asné a
pozdni genova exprese. Tyto procesy vedou k remodelaci synapse a konsolidaci
paméti na bunééné trovni (Kandel et al., 2014).

Systémova konsolidace trva dny az nékolik let a spoc¢iva v prenosu vzpominek
z hipokampu do neokortexu. Existuje mnoho hypotéz o tom, jak presné jsou
vzpominky konsolidovany a tvori dlouhodobou pamét. Standardni model uvadi, ze
nové vzpominky se rychle ukladaji prostrednictvim synaptické plasticity v
hipokampu a poté se postupné prenaseji do riznych oblasti kliiry posilovanim
spojeni (Squire and Alvarez, 1995). Vysledkem je, Ze dlouhodob4 pamét se stava
nezavislou na hipokampu, coz muze vysvétlit pretrvavani vzpominek na détstvi u

pacientt s retrogradni amnézii (McClelland et al., 1995).

Rada dalsich hypotéz se navzdory rozdilim mezi sebou shoduje v tom, ze
hipokampus je potreba neustale, a to jak pro konsolidaci, tak pro nasledné
vybavovani vzpominek z pameéti. V tomto pripadeé je funkci hipokampu udrzovani a
integrace sémantické a objektové pameéti. Prikladem takové teorie by bylo multiple
trace theory (Nadel and Moscovitch, 1997), index theory (Teyler and DiScenna,
1986) a contextual building theory (Yonelinas et al., 2019).

Navzdory obrovskému mnozstvi riznych teorii kazdy uznava roli spanku v

procesech konsolidace paméti.

Vliv spanku na zlepseni prostorové pameéti byl prokazan jak u zvirat, tak u lidi.
Podle ocekavani lidé po nocnim spanku lépe rozpoznali a reprodukovali znamé
cesty, na rozdil od skupiny bez spanku a se spankovou deprivaci (Ferrara et al.,
2006). Kratky 45minutovy spanek sestavajici prevazné z non-REM také zlepsil
vykon u t¥i typ deklarativnich tkold (Tucker and Fishbein, 2008).
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Architektura spanku

Spanek neni homogenni proces a sklada se z nékolika fazi, které mtzeme
rozdélit na REM a non-REM spanek. Tyto faze spanku se lisi svymi
elektrofyziologickymi a funkénimi charakteristikami. Spanek s rychlym pohybem
o¢i (REM) je charakterizovan théta oscilacemi, zatimco neokortikalni pomalé
oscilace, thalamokortikalni vieténka a hipokampalni ripple jsou rysy spanku bez
rychlého pohybu o¢i (non-REM). Pomalé oscilace a viretena jsou charakteristické
rysy pomalého spanku (SWS) (Steriade et al., 1993) (obr. 9).

Pokud jde o pamétové efekty, REM spanek ovlivnil lidskou proceduralni pamét,
zatimco non-REM spanek ovlivnil deklarativni pamét (Plihal and Born, 1997).
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Obr. 9 A. Zobrazeni fazi spanku u lidi. Prvni polovina spanku je prevazné non-REM spének,
druh4 se sklada prevazné z REM spanku. B. Pro non-REM spanek jsou charakteristické pomalé
oscilace, vireténka a ripple. Theta vlny jsou charakteristické pro REM spanek. Prevzato z Rusch,

2020
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Reaktivace hipokampalnich neuront béhem spanku

V roce 1994 Wilson a McNaughton pozorovali reaktivaci bunék hippocampu
béhem non-REM spanku. Béhem hlubokého spanku bunky, které jsou ¢asto aktivni
spoleéné v hipokampu béhem bdélosti, souc¢asné aktivovany béhem spanku. (Wilson
and McNaughton, 1994). Reaktivace probihaly ve stejném poradi, jako kdyby
potkan sledoval urcitou trajektorii v experimentalnim prostredi, ale reprodukovaly
se asi 20krat rychleji (Lee and Wilson, 2002). Navic se tento efekt kazdym dnem
snizoval, coz by mohlo byt diikazem ztraty relevance pro konsolidaci vzpominek v
paméti (Wilson and McNaughton, 1994). Toto opakovani mutZe probihat jak v
primém poiadi (Davidson et al., 2009), stejnym zplisobem jako v experimentalnim
prostiedi, tak i obracené (“reverse replay”) (Foster and Wilson, 2006).

Tato reaktivace bunék se vyskytuje béhem ripples a dochazi k ni jak behem
spanku, (Ji and Wilson, 2007), tak béhem bdéni (Jackson et al., 2006). Spojeni
ripples s konsolidaci podporuje i1 rada studii, kde naruseni vinéni béhem spanku

zhorsuje prostorové uceni. (Ego-Stengel and Wilson, 2010; Girardeau et al., 2009).

Reaktivace bunék béhem non-REM spanku se shodovala s vyskytem sharp
wave-ripple (SWR), kratkych vybucht neurondlni aktivity trvajicich 50-120 ms,
béhem kterych lok4lni potencidl silné kolisa kolem 200 Hz (Buzsaki, 2015). Na
zakladé pozorovanych souvislosti mezi rliznymi oscilacemi v mozku a konsolidaci
byla navrzena hypotéza aktivni systémové konsolidace (obr. 10). Tvrdi, Ze ke
konsolidaci paméti béhem spanku dochazi synchronizaci reaktivace hipokampu s
pomalymi rytmy neokortexu, ¢imz je zajistén prenos vzpominek do dlouhodobého
uloZzeni (Marshall and Born, 2007).

Roli pomalych oscilaci v konsolidaci potvrzuje zkusenost, kdy pomoci
transkranialni elektrické stimulace doslo ke zvyseni sily a pravidelnosti pomalych
oscilaci. Tato manipulace zlepsila i¢innost udrzovani deklarativnich vzpominek
zavislych na hipokampu. (Marshall et al., 2006). Podobné vysledky byly ziskdny i u
potkant (Binder et al., 2013)
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Experienced Episodes

Obr. 10 Model aktivni konsolidace. Behem spanku dochazi k reaktivaci bunéénych soubort v
hipokampu. Thalamokortikalni oscilace jsou synchronizovany s pomalymi oscilacemi kiry, coz
umoznuje konsolidaci informaci z hippocampu. Prevzato z Born and Wilhelm, 2012
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3. Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo prostudovat, jak vznika mapa slozitého prostredi z
jednotlivych jednoduchych map. K tomu jsem zaznamenavala aktivitu
hipokampalnich neuront béhem prostorového tikolu a béhem spanku.

Abych odpovédéli na hlavni otazku, musela jsem zodpovédét tyto otazky:

1. Byly reprezentace, které se objevily v prvni fazi, stabilni? Rozpoznal potkan
kombinace ramen mezi sebou? Protoze po seznameni se s kombinacemi
mohlo dojit k premapovani, bylo nutné pochopit, zda je to zptisobeno celkovou
nestabilitou reprezentaci nebo skutecnosti seznameni se s novym prostorem.

2. Jak se zménily reprezentace znamych jednoduchych map poté, co potkan
poznal spolecnou ¢ast? Dotknou se tyto zmény pouze spole¢nych ramen nebo

se dotkne celé reprezentace?

3. Co se stane béhem odpoc¢inku po seznameni se se spolecnou ¢asti? Ovlivni
odpocinek aktivitu neuront pri nasledujicich navstévach?

4. Bude mapa celého bludisté podobna mapam jednotlivych kombinaci ramen?
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4. Metodika

4.1 Experimentalni zvirata

V experimentu se pouzili samci potkant Long Evans ve véku 3-6 mésict a vazici
450-600 gramt v dobé implantace. Zvirata byla chovana v klimatizovaném zvérinci
(22+2 °C) s konstantnim cyklem 12h den / 12h noc v jednotlivych prithlednych
plastovych chovnych boxech. Prisun vody a jidla méli ad libitum. Vsichni potkani byli
experimentalné naivni a testovani pouze jednou. Vsechna zvirata byla dodana
spolec¢nosti Velaz s.r.o.

4.2 Experimentalni design

Ke splnéni tikolu byl pouzit labyrint sestavajici ze 4 ramen s riznymi ornamenty
(obr. 11B). Prepazky umoznily uzaviit testovaci prostor od zbytku bludisté.

Experiment se sklddd ze ti{ fazi po dvou opakovanich (obr. 11A). Kazdé
opakovani faze, s vyjimkou prvni a posledni, je zakoné¢eno hodinovym odpoc¢inkem ve
spacim kosi, se kterym byl potkan jiz pred experimentem dobre obeznamen. Kazda
navstéva bludisteé trva 10 minut, béhem kterych potkan bludisté volné prozkoumava.
K zaznamu neuralni aktivity dochazi jak béhem prozkoumani bludisté potkanem, tak
béhem spanku.

Prvni faze je nezbytna k seznameni potkana s testovacim prostorem a sestava
ze dvou opakovani navstév nezavislych ramen bludisté, tj. 1 a 2, 3 a 4.

Druha faze opakuje prvni, ale na zavér se pridava navstéva 2. a 3. ramene, které
jsou novou kombinaci jiz znamych ramen. Pak prichazi hodinovy odpocinek a faze se
opakuje podruhé, rovnéz konci odpocinkem.

Treti faze opét opakuje druhou, ale s dalsi navstévou vsech ctyr ramen
labyrintu. Stejné jako predchozi faze se opakuje dvakrat, ale spanek je mezi
opakovanimi zaznamenan pouze jednou.

Spanek byl zaznamenavan nasledovné: potkan byl umistén do spankového kose,
zatimco bylo monitorovano EEG. Jakmile se objevila spankova vreténka a K-
komplexy, charakteristické pro hlubokou fazi, byl zahajen zaznam neuronalni
aktivity po dobu 20 minut. Poté byla pomoci EEG znovu urcena faze spanku a, kdyz
byly detekovany rysy nREM, bylo zapnuto druhé nahravani.
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Obr. 11 A. Schéma experimentu. Experiment se skldda ze t¥i fazi po dvou opakovanich. Ramena
navstivena potkanem jsou na obrazku vystinovana. Od zbytku labyrintu jsou oddéleny prepazkami,
takze zvire nemuze dostat do jiné ¢4sti bludisté. B. Fotografie bludisté. Prevzato z Lebedeva, 2020. C.

Schematické znazornéni bludisté, blizké skutecnému poméru stran.

Mezi kazdou navstévou bludisté byla provedena rada kroku, aby se vyloucila
moznost jakékoli jiné orientace nez vizualni. Nejprve byl povrch dezinfikovan, aby se
odstranily pachy. Za druhé, pohyb potkana do a ven z bludisté se provadél pod latkou
tak, ze potkan nevidél uzavrené c¢asti bludisté a prostredi. Za treti, mezi kazdou
navstévou a odpocinkem v kosiku byl potkan umistén do ru¢niku a néjakou dobu se
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premistoval z mistnosti do mistnosti, tocil se atd., aby se vyradila jeho vnitini
orientace. S ohledem na dobu trvani experimentu byla do spaciho kose umisténa
miska s vodou.

4.3 Vyroba implantatt

Tetrody byly vyrobeny stocenim ¢tyr niklchromovych dratt o praméru 25 nebo
12,5 mikrometru a jejich naslednym zahratim na nékolik sekund, aby doslo k
roztaveni povlaku a spojeni ¢ty dratd dohromady. Vzhledem k tomu, Ze jedna
elektroda registruje nékolik bunék kolem sebe najednou, tetrodova konfigurace
usnadnuje vzajemné odliseni raznych neurontt béhem analyzy porovnanim
potencialu na rtaznych elektrodach.

Dale byly tetrody vlozeny do implantatu VersaDrive8 (Axona), jehoz konstrukce
umoznuje vertikdlni posun tetrod nezavisle na sobé pomoci Sroubil (obr. 12).

Pred implantaci byly elektrody ¢istény ve 0,7% NaCl roztoku po dobu 20 sekund
a poté pokryty zlatym roztokem (gold solution, 5-10%; Neuralynx), aby se snizil
impedance elektrod na +90-120 kOhm.

Obr. 12 Zjednodusené schéma konstrukce implantatu. Kazda tetroda je umisténa v kanylu
pripevnénou ke sroubu s plastovym prvkem. Tato konstrukce umoznuje nezavisly vertikalni pohyb
tetrody. Prevzato a upraveno z navodu "VersaDrive 8 Construction Manual", Neuralynx
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4.4 Stereotakticka operace

Pred chirurgickym zakrokem byli potkani anestetizovani inhalaci 5%
isofluranu. Po usnuti bylo zvire umisténo do stereotaxického ramu a fixovano usnimi
ty¢inkami pro stabilizaci hlavy béhem operace. V prabéhu operace byla anestezie
udrzovana inhalaci roztoku isofloranu 2,5-4% v zavislosti na individualnich reakcich
zvirete.

Srst z hlavy byla oholena, nasledné byla klize odstranéna skalpelem, aby se
umoznil pristup k lebce. Povrch lebky byl o¢istén od bunék a krve.

Do lebky bylo vyvrtano 6 prichozich otvort a do kazdého z nich byly vlozeny
srouby. Ke ¢tyrem z nich byly nasledné pripevnény zemnici draty, zbylé dva srouby
slouzily k dodatec¢né fixaci implantatt na lebce. Dalsi otvor byl lokalizovan nad
oblasti CA1l hipokampu 3,8 mm posteriorné, 2,5 mm lateralné od bregmy. Konce
tetrod byly snizeny 1,5-2 mm pod povrch mozku.

Tetrody a otvor v lebce byly pokryty vazelinou. Implantat byl k lebce fixovan
rychle tvrdnoucim zubnim cementem (Duracol).

Po operaci potkani dostavali tyden peroralné antibiotikum Enroxil a 3 dny
analgetikum Metacam. Potkan mél miniméalné 7 dni na zotaveni z operace.

4.5 Nahravani jednotkové aktivity

Kdyz se potkan po operaci zotavil, tetrody byly postupné ponoreny hluboko do
mozku, dokud nedosahly oblasti CA1l. To je nutné, protoze béhem operace byly
elektrody umistény nékolik milimetr nad cilovou oblasti.

Elektrody byly snizovany o 30-60 um jednou denné. Nékolik hodin po kazdém
posunu tetrody byl potkan umistén do ¢tvercové arény, kterou jsme béhem
experimentu nepouzili, k urceni polohy tetrody v mozku. Pokud jsme vidéli theta
amplitudu charakteristickou pro hippocampus a na zaznamech se objevily
prostorove specifické bunky, pak jsme usoudili, ze jsme ve spravné oblasti.
Experiment zacal, kdyz tam bylo alespon nékolik bunék.

Pro zaznam neuralni aktivity byl k implantatu na hlavé potkana pripevnén
predzesilovac s kabelem vedoucim k sekundarnimu zesilovaci a nasledné k

systémové jednotce (Axona Ltd.). Signdly z elektrod byly filtrovany p¥i frekvencich
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600 Hz a 6 kHz. Vsechny signaly prekracujici manualné nastaveny prah byly

uloZeny pro pozdéjsi analyzu.

Poloha zvirete byla monitorovana pomoci LED diod pripevnénych k hlavé
potkana.

4.6 Analyza dat
Shlukovani a identifikace jednotek

Diky konfiguraci tetrody je kazdy akéni potencidl (spike) souc¢asné
zaznamenavan kazdou ze ¢tyr elektrod. Pii shlukové analyze mtzeme paroveé
porovnavat informace prijaté z kazdé elektrody podle néjakého znaku, napriklad
podle nejvétsi amplitudy. Dostaneme tedy Sest bodovych grafi, kde kazda tecka
predstavuje spike registrovany tetrodou. Spiky na grafech se obvykle shromazduji
ve znatelnych shlucich, a proto jsou snadno rozlisitelné. Kazdy takovy shluk je
povazovan za samostatnou bunku (obr.13)

K urceni, zda je prijimany signal neuron nebo Sum, byla pouzita autokorelace.
Jedna se o metodu, ktera umoznuje porovnat pravdépodobnost vyskytu spiku
vzhledem k sobé samému. Pokud byl zaznam sum, pak jsme vidéli symetrické
periodické vrcholy a nepovazovali jsme to za bunku.

K vizualizaci a shlukovani byl pouZit program Tint (Axona Ltd.).

ZA 8791 spks 3986 spks 5307 spks 5151 spks 4408 spks

Obr. 13 Znazornéni shlukové analyzy. Vlevo. Graf ziskany porovnanim 1. a 2. elektrody ze
stejné tetrody. Rzné barvy oznacuji rizné bunky vybrané béhem shlukové analyzy. Vpravo.
Zaznamenané neurony. Barva neuront odpovida barvé shlukt pri shlukové analyze. Je jasné vidét,
ze vsechny ¢tyri elektrody jedné tetrody zaznamenaly odliSny signél, coz usnadnilo vzajemné
oddéleni bunék.
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Analyza aktivity hipokampalnich neuronu

K interpretaci zaznamenanych dat z Axony, k sestaveni firing rate map (FRM),
k vypoctu prostorovych informaci, koherence a firing rate byly pouzity programy
napsané E. Kelemenem v prostredi Matlab.

Pro konstrukci FRM byla pouzita data o pohybu potkana v aréné. Cela plocha
bludisté byla rozdélena na 16x16 pixelti pro kombinaci dvou ramen a 32x32 pixela
pro celé bludisté. Pro kazdy pixel byl vypocten soucet spikli a ¢as straveny v téchto
prostorovych souradnicich. Potom vydélenim poctu spikti casem jsme dostali hodnoty
firing rate pro kazdy pixel, které byly nasledné vizualizovany. Pixely s nejvyssi firing
rate jsou na mapé oznaceny modre, pixely s nulovymi hodnotami zluté.

Pro statistickou analyzu a vizualizaci grafi jsem pouzila své vlastni programy
napsané v Pythonu a také programu Prism.

Strojové uceni
K objeveni skrytych vztaht jsem pouzila nastroj strojového uceni BigML.

Analyzoval databazi, ktera obsahovala informace o fazi experimentu, firing rate
neuront, koherenci, prostorové informace, zda to byl spanek nebo ne, zda mapa byla
nové a zda se jednalo o kombinaci jiz znamych (tj. 23 nebo 1234).

V zavislosti na ucelu byla néktera data z databaze odstranéna. Napriklad pri
predikci faze se nepocitalo s informaci o novosti mapy a o tom, zda slo o kombinaci.
Pri predpovidani novosti nebo toho, zda byla mapa kombinaci jinych, byly odstranény
informace o fazi experimentu. To bylo nutné, aby neuronova sit nezakladala své
zavéry na téchto datech.

Na zadatku jsem automaticky rozdélila datab4zi na trénovaci (80%) a testovaci
(20%). Na trénovaci datové sadé je sit trénovana k predikci analyzou jiz znidmych
charakteristik. V testu zkontroluje, zda byly tyto vlastnosti uhodnuty spravné nebo
ne a prezentuje vysledky jako konfusni matici (obr.14).

Recall nebo sensitivity znamena pocet pozitivnich pripadi odhadnutych jako
pozitivni. Cim mensi je tato hodnota, tim vice chyb druhého typu, tedy falesné
negativnich predpoveédi.
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Specificity je podobna, ale pocita pocet negativnich pripadd uhodnutych jako
negativni. Cim nizsi je tato hodnota, tim vice chyb prvniho typu, tedy falesné
pozitivnich predpovedi.

Accuracy znamena presnosti predpoveédi, tedy pomeéru spravné uhodnutych
hodnot k celkovému poctu. Precision udava, jaké procento pozitivné predpovézenych
hodnot je skutecné pozitivni.

F-score pomaha mérit Recall a Precision sou¢asné (Sharma et al., 2022).

Predicted Class
- i =%
Positive Negative
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. . False Negative (FN)
Positive True Positive (TF) - e TP
ype LCTOT m
Actual Class
‘< Specificity
i False Positive (FP) .
Negative g . True Negative (TN) TN
I'vpe 1 Error m
\
. Negative Predictive Accuracy
Precision
Value TP+TN
L TN (TP + TN + FP + FN)
(TP + FP) SR
(TN + FN)

Obr. 14 Konfusni matice. Prevzato z Shajihan, 2020

Pro predikei jsem pouzila metodu Decision Forest. Pro kazdou mnozinu sestavi
rozhodovaci strom ve formé stromového diagramu, kde kazda vétev predstavuje
néjakou hodnotu parametru. Decision Forest tento postup mnohokrat opakuje a najde
nejoptimalnéjsi a nejpresnejsi hodnoty pro predpovedi. To neznamenad, ze budeme mit
parametry, které predpovidaji vysledek se 100% pravdépodobnosti. To znamena, ze
presnost predpovédi bude stanovena co nejpresnéji.
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5. Vysledky

Zaznamenané neurony

Od jednoho zvirete bylo zaznamenano celkem 20 neuront, z toho 6 interneuront
a 14 pyramidovych bunék. Tyto dva typy byly odliSeny autokorelogramy (obr. 15) a
firing rate. Interneurony mély charakteristickou refrakterni periodu a vétsi firing
rate, zatimco pyramidalni bunky mély vyrazné vrcholy odpovidajici fazi theta a mensi
firing rate.

Primérny firing rate interneurona byl 6.03 + 3.11 Hz béhem bdélosti a 4.882
+ 2.676 Hz béhem odpocinku. U pyramidalnich bunék stredni hodnoty odpovidaji
0.571 + 0.436 Hz béhem bdéni a 0.265 + 0.293 Hz béhem odpocinku.

Béhem experimentu se aktivita pyramidalnich neuront vyrazné zménila.
Minimalni hodnota pro pyramidové bunky béhem bdélosti byla 0.016, maximalni byla
4.065. Béhem odpocinku byly minimalni a maximalni hodnoty 0.014 a 1.213.

40,0200 Hz (central peak = 0,4879 Hz)
0,0966 Hz (central peak = 3,6753Hz)

NI :

40,0525 Hz (central peak = 0,9475 Hz)

‘0,0375 Hz (central peak = 3,6703 Hz)
M I
i n Oms ! 100ms

Obr. 15 Autokorelogramy neuront zaznamenanych béhem spanku. A. Autokorelogramy dvou

pyramidalnich bunék a B. dvou interneuront

35



Charakteristika neuronti v ramenech 1+2 a 3+4 a stabilita jejich
kognitivnich map

Potkan pred experimentem bludisté nikdy nenavstivil, takze nasi prvni otazkou
bylo, zda se béhem prvnich navstév ramen 1+2 a 3+4 mohou objevit stabilni
reprezentace. Zajimalo nas také, jaké vlastnosti budou mit neurony ve dvou raznych
kombinacich ramen a zda mezi nimi bude vyrazny rozdil.

Nejprve jsem porovnala zmény v prostorovych charakteristikach a firing rate
neuron® za prvni tii navs$tévy obou kombinaci ramen (obr. 16). Ke kvantifikaci
neurondlni aktivity neuron® se pouzivd mira prostorové koherence (Muller and
Kubie, 1989) a prostorové informace (Skaggs et al., 1992).
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Obr. 16 Porovnani prostorovych charakteristik a firing rate neuront béhem prvnich tri navstév
1+2 a 3+4 ramena. A. Porovnani 1+2 ramen. B. Porovnani 3+4 ramen. V zddném ze srovnéni nebyl
nalezen vyznamny rozdil

Koherence meéri shlukovani neuronalni aktivity. Pokud jsou aktivni pole
pyramidalnich bunék prostorové omezena, pak bude koherence vysoka, pokud je

36



neuron aktivni po celé studované oblasti, pak bude koherence nizka. U tohoto
parametru nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil pro zadnou z prvnich navstév
ramen 1+2 a 3+4 (interneurony: F (17, 85) = 1.582, p = 0.09, pyramidélni: F (17, 139)
= 1.435, p = 0.13, RM, one-way ANOVA).

Prostorova informace vyjadirena bud v bit/spike nebo v bit/sec oznacuje
prostorovou specifitu v neuronalni aktivité. Jinymi slovy, je to méritko toho, jak
presné muzeme urcit pole mista neuronu podle jeho aktivity. Ani zde nebyly zjistény
statisticky vyznamné rozdily mezi 1+2 navstévami a navstévy 3+4. Firing rate, také
nemél zadny statisticky vyznamny rozdil mezi navstévami 1+2.

Porovndani prostorovych charakteristik mezi navstévami 1+2 a 3+4 ramen (obr.
17) nevykazuje statisticky vyznamné rozdily pro koherenci (two-tailed, paired t-test,
t = 1.031, df = 26, p = 0.3119), pro bit/sekundu prostorové informace (one-tailed,
paired t-test, t = 0.6289, df = 26, p = 0.2675), pro prostorové informace bit/spike (one-
tailed, paired t-test, t =0.1765, df = 36, p = 0.4304) a pro firing rate (one-tailed, paired
t-test, t = 0.9040, df = 33, p = 0.3725).
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Obr. 17 Porovnani prostorovych charakteristik a firing rate mezi 12 a 34 rameny. V zadném ze
srovnani nebyl nalezen vyznamny rozdil

Jasnou znamkou vzniku odlisnych a stabilnich prostorovych map je podobnost
jejich aktivnich poli mezi navstévami. Proto jsem vypoc¢itala FRM (firing rate map) a
porovnala je pro kazdy neuron mezi navstévami.

Béhem vsech prvnich navstév meély neurony rtzna pole mist 1+2 a 3+4, ale
nebyly stabilni a ménily se kazdou navstévu (obr. 18). Z tohoto divodu je obtiZzné ¥ici,
zda globalni premapovani bylo zptisobeno skutecnosti, ze zvire bylo ve dvou raznych
prostorech, nebo néjakym jinym faktorem. Praimérna korelace poli aktivity neuront
mezi navstévami byla 0.037 a -0.034 pro 1+2 ramena a -0.034 a 0.144 pro 3+4 ramena
(priloha 1). Prestoze existovaly jednotlivé neurony, jejichz korelace FRM mezi
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relacemi byla vyssi nez 0.5, nemély jasné definované pole a byly aktivni témeér v celém
bludisti.
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Obr. 18 FRM neurony (A-C) pii prvnich tfech navstévach 142 a 3+4 ramena.

Globalni premapovani lze vysvétlit malym mnozstvim casu, ktery uplynul od
doby, kdy potkan vstoupil do bludisté, takze porovnala jsem korelaci aktivity
pyramidalnich bunék pii prvnich navstévach (Obr.19). Pokud se skupina neuronti
chovala podobné, jejich aktivita se synchronné zvysovala nebo snizovala, pak se
hodnota korelace blizila 1. Pokud neurony ménily své charakteristiky nezavisle,
korela¢ni hodnota v tabulce se blizila nule
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Obr. 19 Korelace firing rate pti prvnich navstévach 1+2 a 3+4}. A. Pearsonova korelaéni matice.
Zluta barva oznacuje korelaci rovnajici se 1, tmavé modra znamena korelaci rovnajici se 0,5. B.
Porovnani hodnot korelace mezi stejnymi (same) a rtiznymi (different) kombinace ramen
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Prvni navstéva 1.1.12 vice korelovala s 1.1.34 a 1.2.34 (r = 0.95) nez s
navstévami 1.2.12 a 2.1.12 (r = 0.79, r = 0.83). Je mozné, Ze pii prvni navstéveé potkan
nerozlisoval mezi dvéma rameny, takze prostor koédovaly stejné neurony, coz
vysvétluje vysokou korelaci. Pri dalsich navstévach se mapy oddéli: vidime, ze
korelaéni koeficient pro podobné kombinace je vy$si neZ pro rtizné kombinace (two-
tailed, paired t-test, t = 2.217, df = 13, p = 0. 0451).

Bunky tedy nevytvorily stabilni pole mist a my pozorujeme globalni
premapovani pri kazdé navstéve bludisté. Zaroven vidime, Ze u vsech navstév
bludisté, kromé prvni, je korelace firing rate ve stejnych kombinacich vyssi nez v
riznych. To mize znamenat, ze potkan dokazal vytvorit dvé rtizné karty, ale bez
stabilnich poli.

Charakteristika neuronti v ramenech 2+3

Ve druhé fazi potkan navstivil rameno 2+3, coz je kombinace jiz znamych ramen
1+2 a 3+4. Zajimalo nas, jaké vlastnosti budou mit neurony nové kombinace a zda se
tyto vlastnosti budou lisit od téch predchozich.

Nejprve jsem porovnala prostorové charakteristiky a firing rate neuront
prvniho opakovani druhé faze (obr. 20).
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Obr. 20 Srovnani prostorovych charakteristik a firing rate pro tfi riizné kombinace etapy 2.1.
Statisticky vyznamny rozdil byl zjistén pouze v firing rate neuront a byl zptisoben zvysenim aktivity
interneurontt béhem navstévy 2.1.23 (F(2, 26) = 4.187 p = 0.02, one-way ANOVA).
ns - not statistically significant, * p < 0.05 (Co znazornuji chybové tsedky?)
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Pro firing rate vidime statisticky vyznamny rozdil mezi navstévami 1+2 a 2+3
(Tukey's multiple comparisons test, p = 0.02), (F(2, 26) = 4.187 p = 0.02, RM, one-way
ANOVA), ktery byl zajistén zvySenim firing rate interneuront (F (2, 10) = 6.205, P =
0.02, RM, one-way ANOVA), ale ne pyramidalnich bunék (F (2, 14) = 0.2357, p = 0.79,
RM, one-way ANOVA).

Dalsi vlastnosti neuronti, jako je koherence (F (2, 27) = 0.09139, p = 0.91, RM,
one-way ANOVA, prostorové informace bit/sec (F (2, 27) = 2.333, p = 0.12, RM, one-
way ANOVA) a bit/spike (F (2, 27) = 1.903, p = 0.17, one-way ANOVA), nebyly
statisticky vyznamné.

Mapa 2 + 3 ramena nevznikne jednoduchym spojenim jiz znimych map

Jednou z hypotéz bylo, Ze mapa slozeného prostoru vznikne spojenim jiz
znamych map. Pro ovéreni této hypotézy jsem porovnala aktivacni pole neuronu v
ramenech 1+2 a 3+4 s poli odpovidajicich ramen v kombinaci 2+3 (obr. 21).
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Obr. 21 Korelace 2. a 3. ramene ruznych kombinaci. Tecky na grafech oznacuji miru korelace

aktivnich poli jednotlivych neuront pro kazdou z prvnich 3 navstév ramen 1+2 a 3+4 z 23. Aktivni

pole byla srovnavana pouze ve spolecnych ¢astech labyrintu, tedy ve 2. rameni pro 1+2 a 2+3 a ve 3.
rameni pro 2+3 a 3+4.

Nebyla nalezena zadna korelace mezi aktivnimi poli druhého ramene v
kombinaci 1+2 a v kombinaci 2+3 (primérna korelace 0.038, 0.119 a 0.014) a pro
rameno 3 mezi kombinacemi 2+3 a 3+4 ramen (primérna korelace 0.007, 0.065 a
0.068). Rovnéz nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil v korelaci 2+3 s
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predchozimi navstévami (pro rameno 2: F (2, 25) = 0.7415, p = 0.49, pro rameno 3: F
(2, 26) =0.4726, p = 0,63, RM, one-way ANOVA).

Jednotlivé neurony vykazovaly vysokou korelaci mezi ramena, ale jejich
prostorova aktivita byla rozlozena bud po celém povrchu labyrintu, nebo po celém
rameni. To znamenad, ze nova kombinace jiz znamych, ale v jinych kombinacich,
ramen nevznika spojenim jiz znamych map.

Jak se zménila aktivita neuront ve druhé fazi?

V predchozi praci Marie Lebedevé bylo zjisténo, ze po seznameni s 2+3 doslo pri
dalsi navstéve ke zméné aktivnich poli 2+3 ramena. Proto jsem srovnani zopakovala
a doplnila je o srovnani prostorovych vlastnosti (obr. 22).

Statisticky vyznamny rozdil v firing rate neuront byl pozorovan v kazdé
kombinaci ramen, ale mezi riznymi stadii a mezi riznymi bunkami. Pro rameno 1+2
tedy nedoslo ke statisticky vyznamnym zméndm v aktivité interneuront (F (2, 10) =
0.6950, p = 0.52, RM, one-way ANOVA), ale pyramidové bunky vyrazné snizily svou
aktivitu mezi 2.1.12 a 3.1.12 (F (2, 12) = 4.201, p = 0.04, RM, one-way ANOVA).

Kombinace 3+4 ramen nevykazala zadny vyznamny rozdil pii analyze firing
rate pyramidovych bunék (F (2, 14) = 2.631, p = 0.11, RM, one-way ANOVA) a
interneuront (F (2, 10) = 2.304, p = 0.15, RM, one-way ANOVA), ale vykazala
vyznamny rozdil mezi nav§tévami 2.2.34 a 3.1.34 pii srovnani celkové firing rate (F
(2, 26) = 3.276, p = 0.05, RM, one-way ANOVAA). To je zplisobeno tim, ze jak
interneurony, tak pyramidové bunky snizily svou aktivitu.

Pro ramena 2+3 byly pozorovany signifikantni zmény u interneuronti (F (2, 10)
= 4.546, p = 0.04, RM, one-way ANOVA), ale nikoli u pyramidovych bunék (F (2, 15)
= 0.2466, p = 0.78, RM, one-way ANOVA).

Koherence se nejvice zménila mezi prvni a druhou navstévou u 2+3 ramen (F (2,
27) = 3.605, p = 0.04, RM, one-way ANOVA). Protoze se koherence zvysila, mtiZe tato
zména souviset s tvorbou neuronovych mist. Nebyl nalezen zadny vyznamny rozdil v
kombinacich ramen 1+2 (F (2, 44) = 0.2996, p = 0.74, RM, one-way ANOVA) a 3+4 (F
(2, 26) = 1.212, p = 0.31, RM, one-way ANOVA)

Informativnost se vyznamné zmeénila pouze v rameni 1+2 mezi prvni a dvéma
nasledujicimi navstévami (bit/sec: F (2, 27) = 5.827, p = 0.08 a bit/spike: F (2, 10) =
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17.27, p = < 0.001, RM, one-way ANOVA). Oba tyto parametry se sniZily, coz spolu s

poklesem firing rate mtze ukazovat na destabilizaci mapy.
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Obr. 22 Zmény v prostorovych charakteristikach a rychlosti akénich potencialti neuront
béhem 2. fize a pred navstévou celého bludisté. A. pro ramena 1 + 2. B. pro ramena 3 + 4. C. pro
ramena 2 + 3. ns — not statistically significant, * p < 0.05, ** p <0.01

Primeérna hodnota FRM korelace pro 1+2 ramena béhem druhé faze az do
sezndmeni s celym bludistém postupné klesi (obr. 22). Pro 2.1.12 a 2.2.12 je
prumeérna korelace 0.144 + 0.21 a pro 2.1.12 a 3.1.12 je 0.061 = 0.152. Pro 3+4 ramena
je vsak korelace mezi navstévami jesté mensi, 0.127 + 0.18 a -0.004 + 0.09. To
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znamend, ze zmény v charakteristikdch kombinaci 1+2 nelze vysvétlit

premapovanim.

Kombinace jiz znamych ramen 2+3 také vykazovala nizké pramérné hodnoty
korelace mezi navstévami: 0.044 pro prvni (2.1.23) a druhou (2.2.23) navstévu, 0.056
pro druhou (2.2.23) a treti (3.1.23) navstévu (obr. 24). Charakteristickym rysem FRM
ramen 2+3 byla neorganizovana aktivni pole vétsiny neuront, které mély relativné
omezenou aktivitu v ramenech 1+2 a 3+4 (obr. 23).
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Obr. 23 FRM neurony (A-B) béhem druhé faze az do sezndmeni s celym bludistém

Vzhledem k tomu, Ze analyza prvni fazi ukazala, ze zmény firing rate
jednotlivych neuront koreluji s navstévou raznych kombinaci a mohou byt
indikatorem stability, porovnala jsem korelaci v firing rate pyramidovych bunék ve

druhé fazi.

Na obr. 20 vidime, ze 2.1.12, ktera drive korelovala s jinymi 1+2 navstévami, jiz
nekoreluje sama se sebou ani s 3+4 rameny. Zaroven vidime vysokou korelaciv 2.1.12
s druhou a tfeti navstévou 2+3 ramen (r = 0.87, r = 0.78), ale ne prvni (r = -0.57).
Prvni n4vstéva 2+3 ramen je nejpodobnéjsi 2.2.34 (r = 0.82) a neni podobna dal$im

dvéma navstévam kombinace 2+3.

Pokud porovname korelaci mezi stejnymi a riznymi kombinacemi (obr. 24),
uvidime, ze firing rate bunék v ramenech 1+2 a 3+4 spolu koreluji, ale ne s 2+3.
Jednim z vysvétleni je, ze hippocampus se snazi podobné kontexty co nejvice oddélit,
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aby nedoslo k chybé (Chanales et al., 2017). Rtizné kontexty jsou si piritom ¢asto vice
podobné nez odlisné.
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Obr. 24 Korelace firing rate neuront ve druhé fazi a pred navstévou celého bludisté. A.
Pearsonova korela¢ni matice. Zluta barva oznacuje korelaci rovnajici se 1, tmavé modra - 0. B.
Porovnéani hodnot korelace mezi riznymi kombinacemi ramen

Vidime tedy, ze bunky po seznameni se s rameny zménily sva pole mista, ktera
jsou kombinaci jiz znamych. Nova mapa kombinace 2+3 ramena se neobjevila pri
prvni navstéve, ale az po druhé.

Vlastnosti neurona pfi navstéveé celého bludiste

Ve treti fazi potkan prozkoumal celé bludisté. Hypoteticky, pokud potkan

pochopil, jak jsou ramena spojena, pak by nemél mit problém sestavit mapu pro
vsechna ¢tyri ramena.

Pri porovnani charakteristik mapy celého bludisté s predchozimi navstévami
jinych kombinaci ramen v kroku 3.1 vidime, Ze firing rate pyramidalnich bunék
vyrazné vzrostla (F (3, 23) = 5.151, p = 0.007, RM, one-way ANOVA). Pii porovnavani
bunécéné aktivity v pribéhu experimentu také vidime vyznamny rozdil v aktivité
pyramidalnich bunék a interneuront pii navstéveé 3.1.1234 (obr.25).
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Obr. 25 Zmény firing rate interneuront (modr4) a pyramidalnich bunék (¢ervens) v pribéhu

experimentu

Statisticky vyznamny rozdil vidime také u informativnosti vyjadrené v bit/sec
(F (3, 24) = 6.513, p = 0.002, RM, one-way ANOVA), coz neni piekvapivé, protoze tyto
parametry spolu souvisi (obr. 26).

U dalsich dvou charakteristik, koherence a bit/spike informace, nebyly zjistény
zadné statisticky vyznamné rozdily (koherence: F (3, 42) = 0.8646, p = 0.47, informace:
F (3, 42) = 1.167, p = 0.33, RM, one-way ANOVA).
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Obr. 26 Porovnani prostorovych charakteristik a firing rate neuront prvni navstévy ve treti
fazi. A. pro pyramidové bunky. B. pro interneurony.
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Jak se zménila charakteristika neuron@ po seznameni se s 1234
Nejprve jsem porovnaval prostorové charakteristiky mezi navstévami.

Firing rate pyramidalnich neurond se mezi navstévami 3.1 a 3.2 vyrazné
zménil. Navic se zvysila aktivita neurontt v kombinaci 1 + 2 (two-tailed, paired t-
test, t = 3.008, df = 5, p = 0.0298) a v kombinaci 2 + 3 (two-tailed, paired t-test, t =
0.9345, df = 6, p = 0.038) a 1234 se snizily (t = 2.738, df = 6, p = 0.033). Pouze u 3+4
zlstala aktivita nezménéna (two-tailed, paired t-test, t = 3.008, df = 5, p = 0.386).
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Obr. 27 Porovnani firing rate neuronu stejné kombinace ramen mezi dvéma opakovanimi treti
faze. Napravo. Pro pyramidové bunky. Ve vsech pripadech kromé 34 vidime statisticky vyznamny
rozdil. Nalevo. U interneuront nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil. * p <0.05

Miry koherence (F (7, 52) = 0.9981, p = 0.44, RM, one-way ANOVA), informace
bit/spike (F (7, 52) = 2,069 p=0.06, RM, one-way ANOVA) a bit/sec (F (7, 52) = 2,069
p=0.06, RM, one-way ANOVA) nevykazala zadny statisticky vyznamny rozdil.

Stejné jako v predchozich fazich je korelace aktivnich pole neuront prakticky
nulova (obr. 28, r = -0.039 pro 12, r = 0.019 pro 34).

Porovnani korelace FR neuront ukazuje (obr. 28, Ze ve fizi 3.1 pired navstévou
celého bludisté ramena 12 a 34 mezi sebou vysoce koreluji (r = 0.82) a koreluji slabé
s 23 (r=0.23, r =0.25). Po navstévé se aktivita zméni a rameno 34 zadini byt podobné
rameni 23 (r = 0.85), pricemz korelace s 12 klesa (r = 0.59). Korelace mezi podobnymi
kombinacemi mezi 3.1 a 3.2 navstévami je znacné snizena. Pri porovnavani stejnych
a ruznych kombinaci ramen je vidét, ze stejné kombinace jiz spolu nekoreluji.
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Obr. 28 Korelace aktivity neuronti ve tireti fazi}. Vlevo. Pearsonova korela¢ni matice. Zluta
barva oznacuje korelaci rovnajici se 1, tmavé modra -1. Vpravo. Porovnani hodnot korelace mezi
riznymi kombinacemi ramen

Poté, co potkan navstivil celé bludiste, korelace identickych ramen se znacné
snizila. Vyvstala otazka: je tato zména zptsobena setkanim s novym prostorem nebo
je charakteristicka pouze pro 1234.

K tomu jsem porovnala hodnoty korelace stejnych kombinaci pred a po setkani
s novou mapou 23 nebo 1234 (obr.29). Prvni navstéva kombinace 2+3 neméla na
korelaci podobné ramena zadny vliv, zatimco po navstéve 1234 pramérna hodnota
korelace klesla z 0,9 na 0,07 (Sidak's multiple comparisons test, p = 0.0033).

Zmény v korelaci neuronalni aktivity pred a po navstévé nového prostoru
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Obr. 29 Zmény v korelaci mezi identickymi ndvstévami pred a po navstévé nového prostoru. Vlevo.
Pro pyramidové bunky. Vpravo. Pro interneurony. ** p < 0.01
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Lze konstatovat, ze k vyraznym zménam doslo nejen diky navstévé nového
prostoru. Snad az v této fazi si potkan uvédomil, Ze je ve slozeném prostoru, coz
zpusobilo vyrazné zmény v aktivité neuront a ovlivnilo korelaci.

Mapa celého bludisté nevznikne jednoduchym spojenim jiz znamych map

Znovu jsem testovala predpoklad, ze mapy obecného prostoru lze sestavit
jednoduchou kombinaci jiz znamych ¢asti. Stejné jako v predchozi analyze ramen 2+3
byly porovnany nejen mapy prichazejici bezprostredné pred nebo bezprostredné po
seznameni 1+2+3+4, ale i predchozi mapa (obr.30).

Nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil v korelaci 1+2 ramen raznych
navstév bludisté s prvni (F(3, 23) = 1.441, p = 0.26, RM, one-way ANOVA) a druhou
(F(3, 20) = 1.362, p=0.28, RM, one-way ANOVA) navstévou celého bludisteé.
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Obr. 30 Korelace FRM pro kazdy par ramen a mapou celého bludisté. A. Pro prvni navstévu
celého labyrintu. Vidime, Ze nejvyssi mira korelace byla s navstévou 1+2 ramen stejné faze. Primérna
korelace se viak byla nizka (r = 0.12). B. Na druhou navstévu celého labyrintu. Vidime, ze korelace s
predchozimi navstévami je zaporna nebo nulova (r = -0.031)

Podobné u ramen 2+3 a 3+4 nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil v
korelaci s odpovidajicimi rameny 3.1.1234 1234 (3+4 ramena: F(3, 19) = 0.7095, p =
0.56, a 2+3 ramena: F(3, 14) = 1.301, p = 0.31, RM, one-way ANOVA) a 3.2.1234 (3+4
ramena: F(3, 15) = 0.5826, p = 0.64, 2+3 ramena: F(3, 19) = 0.4239, p = 0.74).

Pramérné hodnoty korelace part ramen s odpovidajicimi rameny v celém
bludisti byly ve vsech pripadech v rozmezi od -0,43 do 0,12. To znamena, Ze ani pri
navstévé celého labyrintu nevznikaji mapy pouhym spojenim map jiz znamych
prostoru.

48



Jak cas odpocinku ovlivnil mapy?

Chtéli jsme otestovat, zda aktivita neuront béhem odpocinku néjak souvisi s
aktivitou neuronu pred a po spanku a také s jejich prostorovymi charakteristikami.

Za timto ucelem jsem sestavila diagramu zavislosti rdznych namérenych
parametr neuronu na jejich v klidu (obr. 31). Pro zjisténi vztahu byla provedena
regresni analyza. Regresni primka je konstruovana tak, ze vzdalenost od ni k bodiim
na ose X je nejmensi. R squared je druhou mocninou Pearsonovy korelace a
vyhodnocuje kvalitu primky, tedy jak dobre vysvétluje body grafu.

U firing rate vidime, zZe regresni primky maji v rovnici kladny koeficient, coz
ukazuje na kladnou zavislost parametrt na sobé. Tato zavislost je zachovana jak pro
zavislost firing rate pred odpodéinkem na FR béhem odpoéinku (prvni ¥4dek na obr.
26).

Hodnoty FR pred odpoc¢inkem a FR béhem odpocinku spolu koreluji s koeficienty
r = 0,362 pro navstévu bezprostredné pred odpocinkem, r = 0,45 pro druhou navstévu
pred odpocinkem a 0,675 pro treti navstévu pred odpocinkem. Zajimavé je, ze v mém
pripadeé byly nejvyssi korelacni koeficienty ziskany z treti navstévy pred odpoc¢inkem.
To odpovida navstéveé ramen 1+2 a 3+4, tedy nejvice studovanych. FR béhem
odpoéinku nejlépe koreluje s prvnimi tfemi navstévami po odpoéinku, piicemz 1+2 (r
=0.364) a 2+3 (r = 0.389), maji mensi korelaci nez 3+4 (r = 0,632).

Koeficient pred X v rovnicich primek pro koherenci ma hodnotu blizkou nule. To
znamena, ze v obou pripadech neexistuje zadny vztah.

U informaci vyjadrenych v bit/spike a bit/sec vidime dvé zcela odlisné zavislosti.
Zavislost bit/spike informace je negativni a klesa s rostouci hodnotou FR béhem
odpocinku. U bit/sec je situace opacna. Za zminku stoji, ze efekt se rozsituje na
rameno 1 + 2, tedy na mapu bezprostredné po spanku, a poté klesa.
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Obr. 31 Bodové grafy s regresnimi primkami. Vlevo. Grafy porovnavajici parametry pred
odpocinkem a béhem odpocinku. Vpravo. Grafy porovnavajici parametry po odpoc¢inku a béhem
odpocinku.
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Je mozné z prostorovych charakteristik predpovédét, zda potkan navstivi
novy prostor nebo prostor, ktery je kombinaci jiz znamych ramen?

Protoze mohou existovat slozité vztahy, které je obtizné vyhodnotit, rozhodla
jsem se prozkoumat vysledky pomoci strojového uceni. Jako studované parametry
byly vybrany ,,Novinka“ a ,,Kombinace®, coz je booleovska proménna, ktera ma pouze
dvé mozné hodnoty: true nebo false. Tyto hodnoty byly predpovézeny neuronovou siti
na zakladé prostorovych charakteristik a firing rate neuronu.

Celkov4 presnost piredpovédi pro parametr ,Novinka“ byla vysoka (76.71%
accuracy, 80.74% precision, 62.66% recall, 0.6343 F-measure), ale byla velmi odlisna
pro predpovedi pozitivni a negativni.

Neuronovi sit ¢asto davala falesné pozitivni vysledky pro hodnotu "True" (recall
27,27%), ale v predikci hodnoty "False" nebyly prakticky zddné chyby (recall 98.04%).
To znamena, ze neuronova sit témer presneé identifikovala nové navstévy jako nové a
nikdy je nepovazovala za staré. Neékteré navstévy jiz znamych prostor vsak
ohodnotila jako nové.

To lze vysvétlit bud nepresnosti samotné neuronové sité, nebo chybou v
databazi. Protoze hodnoty ,novosti® byly dany pro navstévy, které byly
experimentalné nové, nemusi odpovidat vnitinim pocitiim potkana.

U predpovedi, zda je neuron zaznamenan pri navstéveé mapy, ktera je kombinaci
znamych, nebyl pozorovan zadny rozdil v predpovédi "true" nebo "false" hodnot.
Ptesnost piredpovédi byla vysoka (80.82% accuracy, 80.40% precision, 78.37% recall,
0.7909 F-measure).

Poté jsem analyzovala stromy a identifikovala nékolik rysti, které mohou
predpoveédét novost mapy.

e Pomeér koherence a Hz dokaze predpovédét novou mapu s pravdépodobnosti az
30%. Pokud je koherence zaporna, pak s vétsi pravdépodobnosti jde o novou mapu.

e Existuje 56.8% Sance, ze mapa je nova, pokud je jeji koherence nizka nebo
zaporna a jeji hodnoty prostorovych informaci jsou nizsi nez 1.

e Paradoxné kombinace vysoké prostorové informace a koherence také ukazuje
na zvysenou pravdépodobnost nové mapy.

e Presnéjsi predpovedi ziskame, pokud budeme porovnavat ve trech
parametrech soucasné. S pravdépodobnosti 76.7% je mapa nova, pokud ma nizkou
koherenci a nizkou prostorovou informaci a Hz je mensi nez 2.34.
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e P11 vyssich hodnotach Hz se pravdépodobnost setkani s novou mapou snizuje
asi na 60%, ale vznika dalsi centrum — prii vysoké prostorové a koherenci. Ale jeho
pravdépodobnost je taky asi 60%.

A znaky, které mohou naznacovat, Ze navstivena mapa je kombinaci drive
navstivenych map.

e S pravdépodobnosti do 72.6% nam o kombinaci rekne Hz > 4.3 a koherence je
mensi nez 0.27.

e S pravdépodobnosti asi 65% muze vysoka prostorova informace a Hz > 1
naznacovat kombinaci.

e Vysoka prostorova informace (> 4.5) v kombinaci s nizkou koherenci také
naznacuje kombinaci.
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6. Diskuze

Nahrala jsem neurony v oblasti CA1 hipokampu potkana béhem experimentu
simulujiciho spojeni dvou nezavislych map slozitého prostoru. Moje prace vychazela
z hypotézy, ze pri navstéevé kombinace jiz znamych ramen potkan pochopi, zZe je ve
spoleéném prostoru a spoji mapy mezi sebou.

Premapovani mezi navstévami bludisteé

V diplomové praci Marie Lebedevé, ve které pokracuji, se po prvni navstéve
objevily hipokampalni mapy pro ramena 1+2 a 3+4 a pri druhé navstévé zustaly
nezméneény. Béhem mého experimentu se vsak pole aktivity neurontd neustale
ménila.

Rozdil ve vysledcich 1ze vysvétlit mnoha faktory. Nejprve jsme méli jiny design
experimentu. Experiment Marie Lebedeva sestaval ze dvou naslednych navstev
ramen 1+2, 3+4 a 2+3. Potkan tedy jesté pred prvnim spankem navstivil vsechny tii
kombinace ramen, zatimco jsem méla tri opakovani navstévy 1+2 a 3+4 ramen pred
umisténim potkana do kombinace 2+3.

Za druhé, v mém experimentu potkan stravil v kazdé kombinaci 10 minut, a ne
15, jako v pripadé Marie Lebedeva. Kdyz zvire vstoupi do nového neznamého
prostoru, hipokampalni bunky potrebuji ¢as na vytvoreni stabilnich poli. Nékteré
studie tvrdi, ze ke vzniku vétsiny poli mista dochazi jiz pii prvnim prechodu
prostorem (Hill, 1978), jiné, Ze neuron miiZze byt pii seznamovani s novym prostorem
nékolik minut neaktivni, 1 kdyz zvire mistem nékolikrat projde, a teprve poté vytvori
jeho pole mista (Frank et al., 2004).

Podle nékterych studii trva vytvoieni stabilnich poli desitky minut (Wilson and
McNaughton, 1993), jiné studie uvadéji stabilni pole po 5 minutdch (Frank et al.,
2004).

Je mozné, ze pri prvnich navstévach potkan nemél dostatek ¢asu na vytvoreni
stabilnich map. To by vsak vysvétlovalo, pro¢ se u potkana pri prvni navstéve
nevyvinula stabilni pole mista, ale nevysvétluje to nedostatek stability v polich mista
po druhé navstéve.
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Tretim faktorem, ktery by mohl vysvétlit rozdil v nasich vysledcich, je chybéjici
cil. V experimentu Marii byly potkani vycviceny ke sbirani potravy, zatimco v mém
experimentu potkan volné prozkoumaval bludisté bez behavioralnich tukolda.

Absence cile je spojena s nestabilitou poli mist a jejich dezorganizaci v prostoru
(Muzzio et al., 2009). Priizkum nového nezndmého prostoru je vsak spojen také s
vysokou prostorovou organizaci neuront, stejné jako plnéni tikolu (Kentros et al.,
2004). Koherence, jako méiitko organizace poli mist, v mém experimentu nekoreluje
s navstévami novych prostoru a nema statisticky vyznamné rozdily mezi navstévami.

Za ctvrté, stabilita map mohla byt ovlivnéna podobnosti studovanych kombinaci
ramen. Jedinym rozdilem byl vzor stén bludisté. Velikost a tvar se mezi navstévami
nezmeénily a ¢ichové senzorické vstupy chybély. Nicméné, podle FRM a korelace v
neuronalni aktivité, potkan okamzité zacal rozliSovat mezi dvéma prostory.
Nemuzeme ale vyloucit, ze béhem experimentu nedoslo k separace podobnych
prostorovych map (Plitt and Giocomo, 2021).

Vznik prostorové mapy slozitého prostredi z jednotlivych jednoduchych
map

Abychom odpovédeéli na otazku, co se déje v hipokampu béhem formovani
slozené mapy, musime pochopit, v jakém okamziku se to stane. Nas experiment
vychazel z predpokladu, Ze po prvni navstéve 2 + 3 ramen potkan pochopi, ze je ve
slozeném prostoru. Tuto myslenku podporuji vysledky Marii, kde k nejvétsim
zménam ve FRM doslo ve 2+3 ramenech.

Ve svém experimentu jsem také pozorovala vétsi zmény v ramenech 2+3 nez v
1+2 a 3+4 po seznameni se s jejich kombinaci 2+3. Avsak poté, co je potkan vystaven
celému bludisti, pozorujeme vyznamné zmény v neuronalni aktivité pro vsechny
kombinace ramen.

Pred otevienim prepazek byla aktivita bunék ve stejnych kombinacich ramen
podobna. Ale po navstévé celého labyrintu se firing rate neuront zménil a jiz
nekoreloval s predchozimi navstévami stejnych ramen, coz ukazuje na globalni
zmeény v reprezentaci prostoru.
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Korelace firing rate muze naznacovat pritomnost skupiny neuronu, které koduji
prostor. Potvrzuji to experimenty, kde se ukazalo spojeni nejaktivnéjsi skupiny
neuronti s naslednym kédovanim prostoru (Karlsson and Frank, 2008).

Také seznameni s celym bludistém je spojeno se znatelnym zvysenim firing rate
pyramidalnich bunék a snizenim firing rate interneuront, coz se také vyrazné lisi od
jejich aktivity pri jinych navstévach bludisté. Tyto procesy jiz byly spojeny s
prozkoumavanim nového prostoru potkanem (Wilson and McNaughton, 1993).
Predpoklada se, ze snizeni aktivity interneuront uvolnuje pyramidové bunky z
inhibice a umoziuje efektivnéj$i modelovani synaptickych spojeni (Dragoi et al.,
2003).

Zmeény v chovani potkana také potvrzuji predpoklad, ze uvédoméni si souvislosti
v prostoru prislo az po seznameni se s celym bludistém. Predtim zvire nevykazovalo
zadny zvlastni zajem o prepazky oddélujici ho od zbytku bludisté. Po otevieni vsech
ramen se vSak potkan zacal pokouset rozbit prepazky.

Tato pozorovani zpochybnuji, ze potkan miize porozumét vztahtim mezi rameny
bludisté, aniz by navstivil celé otevirené bludiste.
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7. Zaver

Vzhledem k malému poctu testovanych zvirat nelze muj experiment povazovat
za plnohodnotnou studii. Podarilo se mi vsak odhalit nékolik jeva, které vyzaduji

dalsi zkoumani.

Za prvé, mé vysledky zpochybnuji nas ptuvodni predpoklad, Ze potkan je schopen
porozumeét slozitym prostorovym vztahtim mezi rameny pri navstéve 2+3.

Za druhé, po navstéve celého bludisté jsem pozorovala vyznamnou zménu

firing rate neuront, coz ovlivnilo jak nové, tak jiz znamé mapy kombinaci ramen.
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Prilohy

FRM correlation

A 1112 0.038 = 0.243 0.04 + 0.15 0.12 + 0.163 -0.001 + 0.092 0.043 + 0.127
IR PE 0.038 + 0.243 -0.034 £ 0.138 0.052 = 0.122 0.081 + 0.15 0.04 £ 0.138
2112 0.04 £ 0.15 -0.034 £ 0.138 0.144 £ 0.21 0.061 = 0.152 0.016 + 0.099
b PE 0.12 + 0163 0.052 +0.122 0.144 £0.21 0.135 £ 0.267 0.113 £ 0.221
ERRPE -0.001 +0.092 0.081+0.15 0.061+0.152 0.135 + 0.267 -0.039 + 0.068
ERYE 0.043 +£0.127 0.04 +£0.138 0.016 +0.099 0.113 = 0.221 -0.039 + 0.068

1112 1212 2112 2212 3112 3212

FRM correlation

B 1134 -0.018 = 0.086 0.086 = 0.141 0.095 +0.135 0.04 =0.102 0.025 = 0.133

JAFRELE -0.018 + 0.086 0.081 + 0.191 -0.009 = 0.134 0.078 = 0.203 -0.052 + 0.085
PRRELRE 0.086 + 0.141 0.081 + 0.191 0.127 £ 0.18 -0.004 +0.099 0.013 +0.119
pRVEELE 0.095 £ 0.135 -0.009 £ 0.134 0.127 £ 0.18 0.035 £ 0.099 0.002 + 0.073
ERWEEIE 0.04 £ 0102 0.078 + 0.203 -0.004 + 0.099 0.035 + 0.099 0.019 = 0.146
ERpaEl® 0.025 +0.133 -0.052+0.085 0.013+0.119 0.002 +0.073 0.019 = 0.146

1134 1234 2134 2234 3134 3234

FRM correlation

C 2,123 0.044 + 0.119 0.009 * 0.074 0.08 £ 0.143 1.0
2.2.23 0.044 + 0.119 0.056 + 0.135 0.036 £ 0.13
0.8
3,123 0.009 + 0.074 0.056 + 0.135 1 0.051 + 0.144
3223 0.08 + 0.143 0.036 £ 0.13 0.051 + 0.144 0 6

2123 2223 3123 3223

D FRM correlation 0.4

311234 0.02 + 0.087
ERBEEIR o> - 0.057 :

311234 3.2.1234

Piiloha 1: Korelace FRM neuront v priibéhu experimentu. (A) Pro 1+2 ramena. (B) Pro
zbrané 3+4. (C) Pro 2+3 ramena. (D) Pro ramena 1+2+3+4.
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Piiloha 2: FRM neurony v priibéhu experimentu. (A) Pyramidalni neuron. (B) Pyramid4lni
neuron se béhem experimentu objevuje a mizi. (C) Pyramid4lni neuron. (D) Interneuron
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