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Abstrakt

Cilem této prace je zkoumat mozkovou aktivitu ryby Gnathonemus petersii v reakci na NMDA receptorové
antagonisty, konkrétné ketamin, ktery je béiné vyuzivan jako modelova latka pro indukci psychotickych
stavl. Vybér této ryby jako modelového organismu je podminén jeji schopnosti komplexni bioelektrické
komunikace a navigace, které Ize snadno zaznamendvat a ddle kvantitativné i kvalitativné analyzovat. Diky
témto vlastnostem a zaroven zohlednéni principl 3R (replacement, reduction, refinement) predstavuje G.
petersii vhodny model pro studium neurofyziologickych procesl souvisejicich s kognici a psychotickymi

symptomy, ¢imZ umoziiuje hlubsi porozuméni jejich biologickym zakladim.

Abstraktni mysleni se vyvinulo jako soucast vysSich kognitivnich a jazykovych schopnosti, které poskytuji
evoluéni vyhody, avSak zdroven zvysuji predispozici k rozvoji schizofrenie. Pfestoze timto onemocnénim trpi
vyhradné clovék, jeho evolucni a biologické zaklady jsou pfitomné i u ostatnich obratlovcll. Pro hlubsi

pochopeni téchto zakladl je schizofrenie v této praci farmakologicky modelovana pravé na rybé G. petersii.

Hlavni hypotézou této prace je, Ze poddani ketaminu vyvola zménu mozkové aktivity, pficemz tato zména bude
korelovat s alteracemi v jejich behavioralnich projevech a elektrofyziologické aktivité. Za ucelem ovéreni
konstruktivni validity tohoto modelu bude provedena kvantifikace transkripéniho faktoru c-Fos ve vybranych

mozkovych strukturach, pficemz c-Fos poslouzi jako marker neuronalni aktivace po expozici ketaminu.

Ketamin signifikantné ovlivnil behavioralni parametry, zatimco zmény v elektrické signalizaci nebyly
pozorovany. Exprese c-Fos nebyla v cilenych modelovych oblastech jasné detekovdana, ackoli pozitivni znaceni
bylo zaznamendno pfi zavadéni metody. Mira detekovaného signalu mlZe souviset s biologickou variabilitou

i metodickymi omezenimi. Navrzeny protokol tak predstavuje vychozi bod pro dalsi optimalizaci.

Diky svému vyrazné rozvinutému socidalnimu chovdni, vysoké mite kognitivnich schopnosti a moZnosti
neinvazivniho sledovani elektrické aktivity se vSak G. petersii, i ptes vySe zminéna omezeni, jevi jako
perspektivni modelovy organismus pro studium neurobiologickych mechanismi, nejen psychotickych

poruch.
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Abstract

The aim of this thesis is to investigate the brain activity of the fish Gnathonemus petersii in response to NMDA
receptor antagonists, specifically ketamine, which is commonly used as a model compound for inducing
psychotic states. The selection of this fish as a model organism is based on its ability for complex bioelectric
communication and navigation, which can be easily recorded and subsequently analyzed both quantitatively
and qualitatively. Thanks to these characteristics, and while adhering to the 3R principles (replacement,
reduction, refinement), G. petersii represents a suitable model for studying neurophysiological processes
related to cognition and psychotic symptoms, thereby enabling a deeper understanding of their biological

foundations.

Abstract thinking evolved as part of higher cognitive and language abilities, which provide evolutionary
advantages but also increase the predisposition to developing schizophrenia. Although this disorder affects
only humans, its evolutionary and biological foundations are present in other vertebrates as well. To better

understand these foundations, schizophrenia is pharmacologically modeled in this study using G. petersii.

The main hypothesis of this work is that ketamine administration will induce changes in brain activity, which
will correlate with alterations in behavioral manifestations and electrophysiological activity. To verify the
construct validity of this model, quantification of the transcription factor c-Fos, serving as a marker of

neuronal activation after ketamine exposure, will be performed in selected brain structures.

Ketamine significantly affected behavioral parameters, while no changes in electrical signaling were
observed. c-Fos expression was not clearly detected in the targeted model regions, although positive cellular
labeling confirmed the successful establishment of the staining protocol for the fish model. The extent of the
detected signal may be related to both biological variability and methodological limitations. The proposed

protocol thus represents a starting point for further optimization.

Thanks to its highly developed social behavior, advanced cognitive abilities, and the possibility of non-invasive
monitoring of electric activity, G. petersii, despite the aforementioned limitations, appears to be a promising

model organism for studying the neurobiological mechanisms of psychotic disorders.
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1. Uvod

Studium vlivu NMDA antagonistd na neuronalni aktivitu mozku ryb druhu G. petersii pfedstavuje vyznamny
krok k hlubsimu porozuméni evolué¢nim podkladlim a rozvoji psychiatrickych poruch, jako je napfiklad
schizofrenie. Tento druh byl pro vyzkum zvolen ptredevsim diky své schopnosti generovat slabé bioelektrické
signaly a vyrazné specializované nervové soustavé, coZ Ize pozorovat na mimoradné vyvinutém socidlnim
chovani (Sukhum et al., 2016). Diky témto vlastnostem umozrniuje detailni sledovani neurofyziologickych

procesu a Cini z G. petersii jedine¢ny modelovy organismus.

Podle glutamatové hypotézy schizofrenie, hraje dysfunkce NMDA receptorl zdsadni roli v naruseni
rovnovahy mezi excitacnimi a inhibiénimi procesy v mozku. Tyto receptory jsou esencialni pro synaptickou
plasticitu, a tedy i pro procesy uceni a paméti. Jejich snizena funkce je spojovana s narusenim rovnovahy mezi
inhibi¢nimi a excitaénimi mechanismy v mozku, coZz muiZe vést k rozvoji psychotickych symptom0 (Pafundo

et al., 2021).

Schizofrenie je chronické neuropsychiatrické onemocnéni, které se vyskytuje vyhradné u ¢lovéka, avsak jeji
zakladni mechanismy lze zkoumat i na jednodussich experimentalnich modelech. Jednim z nejjednodussich
pristupl je farmakologicka modelace, pfi niZ jsou pouZzity latky ovliviiujici nervovy systém. NMDA antagonista
ketamin se béZné vyuZiva k modelaci schizofrenie u zvifat, nebot mimikuje nékteré jeji projevy, napriklad
narusenou kognici nebo behavioralni zmény (Spark et al., 2024). Studie provadéna na potkanech ukazala, Ze
intoxikace ketaminem ovliviiuje expresi proteinu mTOR v hipokampu a prefrontadlnim kortexu, coz odrazi
neurobiologické zmény spojované se schizofrenii (Xie et al., 2020). Podobné aplikace MK-801, dalsiho
antagonisty NMDA receptord, byla pouzita na modelu sladkovodni ryby Danio rerio (Cesky danio pruhované,
anglicky zebrafish) pro hodnoceni zmén v socialni interakci a lokomoc¢nim chovani (Gallas-Lopes et al., 2020).

Studie tedy dokazuji, Ze i jednodussi modelové organismy jsou cennym nastrojem pro vyzkum schizofrenie.

Ketamin, jako antagonista NMDA receptorli, plsobi primarné na GABAergni interneurony, které za
fyziologickych podminek tlumi aktivitu excitacnich glutamatergnich neurond. Jejich blokada vede k disinhibici
téchto excitacnich neuron( a ke zvyseni jejich aktivity, coZ narusuje rovnovahu mezi inhibi¢nimi a excitac¢nimi
procesy v mozku. Tento mechanismus je povazovan za jeden z kli¢ovych v rozvoji psychotickych symptomd.
Vyslednou neuronalni hyperaktivitu lze nepfimo sledovat prostfednictvim exprese proteinu c-Fos, jenz slouzi
jako marker aktivovanych neuron(ll. Jeho kvantifikace a prostorova distribuce umoznuje identifikovat
mozkové oblasti, v nichZ doslo k nasledné postsynaptické aktivaci, a které se mohou podilet na patofyziologii

psychotickych stavl (Gerhard et al., 2020).

K porozuméni mozkové aktivité lze vyuzit in vivo a in vitro metody, které se vzajemné doplnuji, kazda s

vlastnimi specifickymi vyhodami a omezenimi. In vivo techniky umoZznuji sledovani dynamiky mozkové



¢innosti u Zivych jedincd, zatimco in vitro pristup nabizi detailni pohled na bunécné a molekularni procesy v
izolované tkani (Misgeld and Kerschensteiner, 2006). Histologické a cytochemické in vitro metody jsou
obzvlasté vhodné pro kvantitativni hodnoceni biologickych markerd a studium patologickych zmén na
mikroskopické urovni (Dunstan et al., 2011; Makki, 2016). Jejich hlavni omezeni spociva v absenci kontextu
celého organismu, coz mUlzZe sniZovat schopnost zachytit dynamické procesy v pfirozeném biologickém
prostiedi. V této praci byly pouzity oba pfistupy, elektrofyziologické méreni elektrické aktivity in vivo a

imunohistochemickd analyza markeru c-Fos in vitro, které jsou popsany v dalSich kapitolach.

Modelovani schizofrenie pomoci modulace NMDA receptord pomahd k porozuméni etiologie tohoto
onemocnéni, které je nutné pro naslednou efektivni 1é¢bu. Schizofrenie je Siroce rozSifenym dusevnim
onemocnénim, které vykazuje ve svétové populaci rostouci tendenci jak v prevalenci, tak v incidenci. Tento
trend poukazuje na nutnost intenzivnéjsiho vyzkumu a lepsiho pochopeni faktor( prispivajicich k jejimu
vyskytu, aby bylo moZné vyvijet Ucinnéjsi terapeutické strategie a intervencni programy (Solmi et al., 2023).
Latkami radicimi se do kategorie antagonistd NMDA receptord, véetné ketaminu, jsou dale napriklad,
ketaminu podobny methoxetamin, dale fencyklidin (PCP) (Mathews et al., 2018), memantin nebo dizocilpin
(MK-801) (Chvojkova et al., 2024; Duda et al., 2016). Maji schopnost inhibovat funkci NMDA receptoru
prostfednictvim kompetitivnich, nekompetitivnich ¢i unkompetitivnich mechanism@ antagonismu. Nékteré z
téchto latek se vyuzivaji na zakladé pozorovani, ze indukuji symptomy podobné schizofrenii u lidi a analogy
téchto symptomu u zvifat. NMDA receptor je velmi dlleZity pro synaptickou plasticitu, uceni a pamét
(Alkadhi, 2021). Evoluéné tvofi podklad pro vyssi kognitivni funkce, véetné schopnosti abstraktniho mysleni,
zaroven tak vytvafi predispozici k rozvoji schizofrenie. Vyzkumy napfiklad ukazuji, Ze s timto onemocnénim
souvisi Ubytek dendritickych struktur ve treti vrstvé dorsolateralni prefrontalni klry (dIPFC), ktera je dualezita

pro pracovni pamét a abstraktni mysleni (Arnsten et al., 2022; Braun et al., 2016).

Vliv. NMDA antagonistl na mozek modelového organismu G. petersii bude zkouman pomaoci
imunohistochemické metody, kterd umoznuje detekci neuronalni aktivace prostfednictvim sledovani
transkripce nespecifického markeru aktivity bunék, proteinu c-Fos. Ketamin, jakozto NMDA antagonista,
indukuje aktivaci signalnich drah v neuronalnich burikach, coz iniciuje kaskadu udalosti vedouci k transkripci

c-Fosu v cilovych burkach (Choi et al., 2020; Gerhard et al., 2020).

Pro farmakologické modelovani schizofrennich stavl byl zvolen NMDA receptorovy antagonista ketamin,
jeho? aplikace ve formé vodného roztoku je technicky nenaro¢na a zéroven eticky $etrna. Ucinna latka byla
pfidana pfimo do vody obsahujici testovaného jedince. Tento zplsob podani umozZriuje rovnomérnou
expozici ucinné latce a soucasné minimalizuje stresovou zatéZ a eliminuje bolest, coZ je plné v souladu s
principy 3R. Ve srovnani s injek¢ni aplikaci béZzné pouzivanou u savéich model(, hlavné u hlodavcl (Samizadeh

et al., 2024), se tento zpUsob jevi jako vyrazné Setrnéjsi a méné invazivni.
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Soucasné animalni modely vykazuji urcité nedostatky, a proto je zde snaha je potrad ddle zdokonalovat a
hledat vhodnéjsi alternativy pro budouci vyzkum. V poslednich letech se otevird moznost sledovat nové
biologické predpoklady pro socidlni chovani i na jednodussich modelovych organismech. Simplifikace téchto
biologickych fenoménl, s ohledem na prediktivni validitu, tak zarover umoZiiuje pracovat ve vétsim souladu

s konceptem 3R.

1.1 Cile prace

Cilem této diplomové prace je zjistit, jaky vliv ma ketamin, jakoZto nekompetitivni antagonista NMDA
receptorll, na mozkovou aktivitu ryb druhu G. petersii. Diraz je kladen na sledovani neuronalni aktivace
prostfednictvim imunohistochemického znaceni proteinu c-Fos ve vybranych modelovych oblastech mozku.

Soucasti prace je také zavedeni a optimalizace této metodiky pro pouziti u daného modelového organismu.

Dalsim cilem je posoudit, zda expozice ketaminu ovliviiuje chovani ryb a jejich elektrickou aktivitu, mérenou
pomoci EOD. Prace se také zaméruje na vyhodnoceni moznych souvislosti mezi zménami v mozkové aktivité,
chovédni a elektrofyziologickych parametrech, a ovéreni vhodnosti tohoto modelu pro farmakologické

studium neuropsychiatrickych poruch.

2. Gnathonemus petersii

Druh G. petersii je zvolen jako modelovy organismus diky své schopnosti generovat elektrické vyboje, tzv.
EOD, které se vyvinuly jako adaptace na prostfedi s nizkou viditelnosti a dnes ndm mohou slouzit jako
indikdtor neurobiologickych zmén (Von Der Emde and Schwarz, 2002). Experimentalni studie ukazuji, ze
farmakologicka aplikace NMDA antagonistd, jako je ketamin, mizZe u G. petersii vyvolat behaviordlni zmény
pfipominajici symptomy schizofrenie. Nizké davky ketaminu vedou ke zvysené lokomotorické aktivité a
nepravidelnym pohybovym vzorcim, které byvaji povaZovany za analogii pozitivhich symptomu. Naopak
vy$si davky snizuji frekvenci EOD, coZ narusuje orientaci v prostoru a mlze odpovidat kognitivnim deficitim

typickym pro toto onemocnéni (Langova et al., 2023).

Rybi modely se v neurovédach a farmakologii uplatiuji pro svou schopnost vykazovat komplexni behavioralni
vzorce, jako je komunikace, agrese, dominance nebo reakce na environmentdlni podnéty, véetné utvareni
hierarchie v hejnu. Diky relativné jednoduchému, ale evolucné konzervovanému nervovému systému
predstavuji druhy jako Danio rerio a G. petersii vyhodné modely pro mapovani mozkovych funkci a studium
mechanismi podilejicich se na socidalnim chovani i neuropsychiatrickych poruchach. Tato jednoduchost v
kombinaci s vysokou podobnosti zakladnich neurobiologickych procest s vyssimi organismy z nich Cini idedlni

nastroj pro neurovédni vyzkum (Oliveira et al., 2011).

G. petersii, znamy jako rypoun petersiyv, je sladkovodni ryba plivodem z rek zapadni a stfedni Afriky a patii

mezi slabé elektrické ryby z celedi Mormyridae (Alsenani et al., 2021). Tyto ryby jsou zndmé svym rozvinutym
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socidlnim chovanim a vysokou inteligenci v porovnani s ostatnimi rybami. G. petersii vyuziva pro orientaci a
komunikaci v prostredi elektrické signdly EOD, které piIni funkci analogickou k fe¢ovym a zrakovym smyslim
u Clovéka. Mozek téchto ryb vykazuje vysokou miru gyrifikace a encefalizace, coz naznacuje pokrocilé
kognitivni schopnosti, korelujici s jejich vysokou inteligenci v porovnani s jinymi druhy ryb. Inteligenci téchto
ryb mizZzeme pozorovat napfiklad pfi uc¢eni v bludistich a na sloZitosti jejich socialniho chovani (Horka et al.,
2024; Sukhum et al., 2016), kdy se jedinci mezi sebou rozpozndvaji a utvareji si tak hierarchii v hejnu (Terleph

and Moller, 2003).

G. petersii detekuje zmény v okolnim prostfedi pomoci elektroreceptorl rozprostienych po celém téle,
pficemz hlavni roli v detailnim zkoumani hraji receptory soustifedéné na vysoce pohyblivém vybézku dolni
Celisti, tzv. Schnauzenorganu (Von Der Emde et al., 2008). Timto orgdnem, ktery je inervovan trigeminalnim
sensorickym a motorickym systémem, je schopen ziskavat informace z prostfedi (Amey-Ozel et al., 2019).
Prostorové vnimani u G. petersii je zajistovano pomoci elektroreceptor(, které detekuji zpétné zmény
vlastniho elektrického pole EOD. Vysledny ,elektricky obraz” okoli je pravdépodobné tvoren kombinaci Gdajt
o amplitudé a sklonu téchto signalli, coz rybé umozZnuje rozpoznavat tvar, velikost i vzdalenost objekt(
v prostredi (Von Der Emde et al., 1998). EOD maji t¥i faze liSici se délkou trvani a jsou vidy oddéleny rizné
dlouhymi interpulsnimi intervaly (IPl) (Caputi and Budelli, 2006). Tento novy experimentalni model
psychiatrickych onemocnéni ndm tak umoziuje ziskavat kvalitativni a kvantitativni data prostfednictvim
méreni EOD a IPI (Horka et al., 2024; Langova et al., 2023; Von Der Emde and Schwarz, 2002). Nova studie
zabyvajici se elektronavigaci G. petersii popisuje, jak tyto ryby dokdZou aZ trojndasobné zvysit schopnost
detekovat okoli diky zaznamenavani EOD ostatnich jedinci ve skupiné. Tato schopnost vyrazné zlepsuje jejich
navigaci a orientaci v prostoru, coz umoznuje efektivnéjsi pohyb ve skupiné. Mechanismus kolektivniho
vnimani tak umoznuje rybam ziskat mnohem vice informaci o okoli, nez by byly schopny samostatné (Pedraja

and Sawtell, 2024).

PrestoZe se ryba orientuje hlavné podle elektrosignalizace, studie ukazuji, Ze zrak zde hraje také svou roli
(Engelmann et al., 2009; Von Der Emde and Fetz, 2007). Sitnice G. petersii vykazuje komplexni organizaci
tyCinek a cCipkd a je prekryta strukturou zvanou tapetum lucidum, odrazivou vrstvou, ktera zvysuje
pravdépodobnost zachyceni svétla tycinkami. Tim prispiva ke kvalitnéjsi detekci pohybu a kontrastu, zejména

za zhorsenych svételnych podminek (Landsberger et al., 2008).

Sexualni dimorfismus se zadina projevovat u jedincl dosahujicich velikosti ptiblizné 120 mm. V dospélosti je
tento dimorfismus u samcl charakterizovan vyraznou expanzi kosti v oblasti andlnich ploutvi a vroubkovanim
ventralni stény téla (Pezzanite and Moller, 1998). Ryby G. petersii ale nevykazuji pohlavni dimorfismus po
vétsinu svého Zivota, s vyjimkou kratkého obdobi po skonceni destd, kdy dochazi k do¢asnym zménam

spojenym s reprodukéni aktivitou. Po tomto obdobi pohlavni dimorfismus mizi. V zajeti mohou samice
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vykazovat zvysené hladiny androgend, coz mizZe zpUsobit zmény EOD (Landsman, 1993). Studie ukazuji, Ze
rozdily v signdlu mezi pohlavimi jsou zavislé na hladinach steroidnich hormon( a odrazeji fyziologické zmény
spojené s reprodukéni sezénou. V tomto obdobi se EOD signdl samic stava podobné dominantnim jako u
samcu, coZ odrazi do¢asnou hormonalni modulaci. V zajeti je vSak tento typ signalu ¢astéji pozorovan u samic
nez u samcll, coZ naznacuje hormonalné fizenou plasticitu v EOD a vnéjsi morfologii, kde androgenni
hormony hraji zasadni roli (Landsman et al., 1990). G. petersii ma schopnost vysilat a pfijimat, jak vlastni, tak
cizi signaly diky specializovanym elektroreceptivnim orgdndm. Tyto organy jsou klicové pro jeho schopnost

aktivni a pasivni elektrolokace a elektrokomunikace (Von Der Emde and Schwarz, 2002).

2.1 Neuroanatomie

Neuroanatomie je zdsadni oblast vyzkumu, kterd se zaméfuje na odhalovani struktury a organizace
nervového systému, vcéetné jeho funkénich souvislosti a patologickych zmén. Zejména u specifickych
modelovych organismd, jako je G. petersii, hraje detailni mapovani nervové soustavy dlleZitou roli pfi
objasnovani mechanismu odpovédnych za chovani, orientaci a komunikaci. Tento druh predstavuje jedinecny
model pro hlubsi porozuméni nervovému systému a funkcim spojenym s elektrosenzorickym vnimanim a

kognitivnimi procesy.

Mozek ryby G. petersii je z hlediska neuroanatomie mimoradné zajimavy, a to nejen svou velikosti, ktera je v
poméru k télesné velikosti vyjimecna i v ramci této taxonomické skupiny, ale také svou vysokou energetickou
narocnosti. Tento mozek spotiebovava priblizné 60 % celkového kysliku téla, coZ predstavuje trojnasobek
oproti ostatnim zkoumanym obratlovciim, véetné Clovéka. Takto extrémni metabolickd naro¢nost je mezi
rybami naprosto vyjimecna a odrdzi vysokou miru specializace tohoto druhu (Nilsson, 1996). Evoluce
zvétseného mozku vyzaduje bud' sniZeni energetickych narokl jinych organl, nebo zvyseni celkové
energetické spotrfeby. Studie na mormyridnich rybach ukazala, Ze velikost mozku se mezi mormyridnimi
druhy znacné lisi a Ze neexistuje vyrazny kompromis ve velikosti jinych organ(l. Misto toho byla zjisténa
korelace mezi velikosti mozku a klidovou spotfebou kysliku. Vétsi mozek souvisi s nizsi toleranci k hypoxii.
Tato zjisténi naznacuji, Ze extrémni encefalizace je spojena se zvysenou celkovou energetickou spotiebou,

coz mUze omezovat evoluci velkych mozku na prostredi s dostatkem energie (Sukhum et al., 2016).

Anatomickd specializace mozku G. petersii se vSak neprojevuje pouze jeho velikosti, ale také vyraznym
vyvojem nékterych struktur, jako je napfiklad mozecek. Vysoce vyvinuty mozecek této ryby je charakteristicky
napadné zvétSenou valvuldrni ¢asti (valvula cerebelli), kterd presahuje stfedni mozek a zasahuje aZ nad
mezimozek a koncovy mozek. Valvularni ¢ast mozecku je rozsahle propojena s elektrosenzorickym jadrem
lateralis torus semicircularis (nucleus lateralis tori semicircularis) a vizualnim optickym tektem (tectum
opticum). Tyto oblasti jsou vzdjemné propojeny topograficky organizovanymi spoji, pficemz rostralni a

7

kaudalni ¢asti optického tekta se propojuji odpovidajicim zplsobem s rostralnimi a kaudalnimi oblastmi jadra
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lateralis torus semicircularis, zatimco dorzalni a ventralni oblasti vykazuji prevrdcené propojeni. Toto
usporadani umoznuje multisenzorickou integraci informaci z vizudlniho a elektrosenzorického systému, coz
rybé poskytuje schopnost identifikovat objekty napfi¢ rlznymi smyslovymi modalitami. Vyznamnou ulohu v
tomto okruhu hraji také bazalni buniky valvularni ¢asti mozecku, které maji recipro¢ni propojeni jak s jddrem

lateralis torus semicircularis, tak s optickym tektem (Zeymer et al., 2018).

Mozecek je rozdélen do ¢ty lalokll oznacdovanych jako C;-Cq4 (C z latinského cerebellum). Jejich struktura a
propojeni podporuji specifické funkce spojené s elektrosenzorickym vnimanim a motorickou kontrolou. Tyto
adaptace umoziuji rybé efektivné vyuzivat jeji unikdtni schopnosti k prostorové orientaci a interakci v jejim
prirozeném prostiedi. Lateralni jadro valvuly (nucleus lateralis valvulae), velké jadro v dorzalnim tegmentu
stfedniho mozku u G. petersii obsahuje 9 subdivizi, kdy hlavné rostrdlni, kaudalni a exterolaterarni ¢ast
promitd do C; laloku. Do C; laloku také promitaji vétsi neurony v dorzdlnim stfednim mozkovém tegmentu a
pravdépodobné mezencefalické trigeminalni neurony. Ze zadniho mozku vychazeji aferenty do laloku C;
z prvniho funikularniho jadra, laterdlniho retikularniho jadra a inferiorni olivy. Eferenty laloku C; vychazeji
z bunék vrstvy eurydendroidnich neuront (funkéné ekvivalentni Purkynovym bunkam savcl) a promitaji
hlavné do jadra fasciculus longitudinalis medialis, jadra reticularis superius a medius a do trigemindlniho
motorického jadra (trigeminal motor nucleus) (Meek et al., 1986). Trigeminalni motorické jadro, které ovlada
pohyby Schnauzenorganu, vykazuje bilateralni recipro¢ni propojeni mezi obéma trigeminalnimi motorickymi
jadry a mezi trigeminalnim senzorickym a motorickym jadrem. Hlavni aferentni vstupy do trigeminalniho
motorického jaddra pochazeji z lateralniho jadra valvuly, jadra dorsalis mesencephali, mozeckového laloku C1,
retikularni formace a jader raphe. Dalsi aferentni signaly pochazeji také z centralniho pretektalniho jadra,
optického tekta, ventroposteriorniho jadra torus semicircularis, z chutovych senzorickych a motorickych jader
a z hypotalamu. PrestoZe nebylo prokdzano pfimé propojeni mezi elektrosenzorickym systémem a
trigeminalnim motorickym jadrem, obé& dréhy vykazuji funkéni propojeni (Amey-Ozel et al., 2019). Propojeni
laloku C; jsou pomérné omezend a specializovana. Spojeni strojklannym nervem je uzplisobeno
prostfednictvim prvniho funikuldarniho jadra, mezencefalického trojklanného jadra a trigeminalniho
motorického jadra. Dale byla popsana absence centrdlnich mozeckovych jader interkalovanych v eferentnich
mozeckovych spojich a pfitomnost paracerebelarniho jadra laterarni valvuly zapojeného do aferentnich

mozeckovych spojeni (Meek et al., 1986).

Neuronalni aktivita v elektrosenzorickych oblastech mozku ryb G. petersii, jako je elektrosenzoricky lalok
postranni ¢ary ELL (electrosensory lateral line lobe), vyznaceno na transverzalnim fezu mozkem na obdazku €.
1, koreluje s rliznymi senzorickymi stimuly a chovanim ryb (Fechner et al., 2018). ELL je zasadni strukturou
pro zpracovani elektrickych signalll z prostredi. Tato oblast mozku slouZi jako centrdlni integracni misto pro
aferentni signaly prichazejici z elektroreceptor(. ELL se sklada z kortexu a jadra ELL (nELL), kde jsou aferentni

informace z ELL ddle zpracovavany (Wullimann and Grothe, 2013). Kortex ELL se déli do tfi zén, na dorzo-
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laterarni DLZ, ventro-laterdrni VLZ a medio-laterdrni MZ, z nichZ kazda ma specifické zapojeni a funkéni dlohu
pfi dekddovani rlznych typl elektrickych signall. Diky této organizaci je ryba schopna identifikovat
pritomnost objektl v okoli, a zaroven rozliSovat jejich tvar, vzdalenost ¢i vodivost. Zéna ELL pfijima jak
amplitudové informace, tak fazové informace, ¢imZ jsou ryby schopny rozliSovat elektrické impedance
(Fechner et al., 2018). Studium téchto oblasti poskytuje cenné poznatky nejen o fungovani elektrorecepce,

ale i o obecnéjsich principech senzorického zpracovani a neuronalni plasticity (Wullimann and Grothe, 2013).

—C
——g=

Tel

Obradzek ¢. 1: Levy panel (A): Transverzdlni fez mozkem G. petersii. Barveny histologicky rez mozkem ukazuje
detailni architekturu jednotlivych komponent ELL. Tento rFez odpovidd roviné A na pravém schématu B. ELL
elektrosenzoricky lalok postranni Cdry (electrosensory lateral line lobe) je hlavni senzorickd struktura
zpracovavajici signdly z elektroreceptord. Déli se na: d: dorzdlini zéna, g: granulacni zona, m: medidini zona, I
laterdlIni zéna, nELL: jadro ELL, zpracovdvd prichdzejici signdly ze smyslovych aferentu. DLZ, VLZ, MZ: riizné
laterdlIni zony, které tvori funkcné odlisné cdsti ELL zpracovdvajici rizné typy podnéti. MON: Medullary
Octavolateral Nucleus, prijima vstupy z elektroreceptoru. MLF: Medial Longitudinal Fasciculus, vyznamny pro
koordinaci pohybu. Vam: Valvula cerebelli, pars medialis, Val: Mozeckovad valvula (Valvula cerebelli), EG:
Eminentia granularis, Lce: laterdlni ¢dst mozecku (Corpus cerebelli lateralis), dalsi ¢asti mozecku a laterdini
mozeckové struktury, zapojené do motorické integrace a korekce, CC: centrdlni kandl michy. Pravy panel (B):
Schéma mozku ukazujici orientaci fezu A a lokalizaci ELL ve vztahu k celému mozku G. petersii. Cdry A-D
oznacuji rizné roviny histologickych rezii mozkem. Tel: koncovy mozek (telencephalon), TeO: optické tektum
(tectum opticum), TS: torus semicircularis, soucdst sluchovych a elektrosenzorickych drah, MO: medulla
oblongata, PG: preglomeruldrni komplex, ON: opticky nerv, Pit: hypofyza, L.l.: lemniscal input (drdhy),
(upraveno dle Wullimann and Grothe, 2013).
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Mozek G. petersii vykazuje odlisSné zastoupeni pouzivanych neurotransmiter( v rlznych mozkovych
oblastech, zvlasté mezi rdznymi ¢astmi hypetrofické mozeckové valvuly. Tyto odlisnosti byly pozorovany
s dlirazem na oblasti zodpovidajici za recepci, prenos a zpracovani elektrosensorickych modalit (Bissoli et al.,
1987). V mozku ryb G. petersii byly identifikovany nespecificky imunoreaktivni (Ul) neurony, které se
nachdzeji ve ¢tyfech oblastech vyznacenych ¢ernymi teckami na obrazku €. 2. Tyto bunky vykazuji typickou
neuronalni morfologii a ultrastrukturu, pficemz nespecificky reaguji na riizné typy sekundarnich a terciarnich
protilatek pouzivanych vimunohistochemickych metodach. Jedna z téchto skupin bunék je v oblasti
koncového mozku, konkrétné rostrolateralné od eferentniho oktavalniho jadra, mezi fasciculus longitudinalis
medialis a kfizenim lateralniho lemnisku. Dalsi skupina se nachazi v dorzalnim tegmentu stfedniho mozku, v
blizkosti tractus telencephalo-mesencephalicus. Rozptylené Ul neurony byly také pozorovany v jadre lateralis
torus semicircularis a také v preoptické oblasti nad optickovym chiasmatem. Tyto buriky se vSak neobjevuiji
konzistentné, zatimco v nékterych mozcich byly nalezeny, v jinych nebyly viibec detekovany. Tato zjisténi
poukazuji na specifické komplikace chemické neuroanatomie, jejichz biologicky vyznam dosud neni znam

(Meek et al., 1992).

ventr tel

Obrazek ¢. 2: Kresba mozku ryby G. petersii (bez zobrazeni struktur mozecku), ukazujici polohu nespecificky
imunoreaktivnich (Ul) bunék (Cerné tecky oramovymi riiZové). Tyto buriky jsou zobrazeny v preoptické (UIP),
tordini (UIT), mezencefalické (UIM) a rombencefalické (UIR) oblasti. Zkratky: bv: krevni céva, ca: predni
komisura, cans: komisura ansulata, ch: optické chiasma, cp: zadni komisura, cpc: postchiasmatickd komisura,
dll: dekuzace laterdiniho lemnisku, fim: medidlni longitudindlni fascikl, mrn: meduldrni relay jadro, nl: laterdini
jadro (torus semicircularis), ttm: telencefalicko-mezencefalickd drdha, ventr tel: telencefalickd komora, ventr

3: tfeti mozkovd komora v diencefalu (upraveno dle Meek et al., 1992).

Vyzkumy ukazuji odlisnou distribuci katecholaminergnich neuroni v mozku kostnatych ryb, konkrétné
teleostl, jako je G. petersii. TH-imunoreaktivni (tyrosin hydroxylaza-imunoreaktivni) neurony byly

identifikovany v dopaminergnich regionech, jako je suprachiasmatické jadro, magnocelularni hypothalamické
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jaddro a area postrema. Také byly nalezeny v noradrenergnich regionech, napfiklad v locus coeruleus a v
inferiorni retikularni skupiné bunék. Kromé toho byly TH-imunoreaktivni neurony lokalizovany i v dalSich
oblastech bez dopaminergni ¢i noradrenergni imunoreaktivity, jako jsou ventralni a intermediarni koncovy
mozek, anteriorni a posteriorni preoptické skupiny bunék, ventromedialni thalamus, pretektalni region a
jadro solitarniho traktu. Tato zjisténi naznacuji, Ze tyto neurony mohou reprezentovat bud vycerpané
dopaminergni bunky, nebo bunky produkujici dihydroxyfenylalanin (DOPA) jako hlavni metabolit.
Charakteristickym rysem teleost( je absence TH-imunoreaktivnich neuron(l vtegmentu stfedniho mozku, coz
se lisi od savcl, u nichz jsou pritomny dopaminergni skupiny bunék v této oblasti a souviseji mezencefalicko-
telencefalickymi projekcemi. Tato absence naznacuje jedine¢né neuroanatomické a funkcéni adaptace u

teleostl (Meek and Joosten, 1993).

G. petersii tak predstavuje fascinujici modelovy organismus pro neuroanatomicky vyzkum diky svému
mimoradné velkému a komplikovanému mozku. Schopnost socidlni interakce, spolu s jedinec¢nymi
elektrosignaliza¢nimi vlastnostmi, jej Cini zajimavéjsSim modelovym organismem pro studium nervového
systému a chovani ve srovnani s bézné pouzivanym Danio rerio (Sukhum et al., 2016). Zatimco Danio rerio je
cenéno pro své genetické a vyvojové vlastnosti (Dudziak et al., 2022), G. petersii nabizi hlubsi vhled do

neurobiologickych mechanismU spojenych se sloZitym socidlnim chovanim a elektrokomunikaci.

2.2 Srovnani neuroanatomie s ostatnimi druhy pouzivanymi
v neurobiologii
Evoluce mozku je komplexni proces, ktery odrdzi adaptace organismi na jejich prostredi a Zivotni styl.
Zahrnuje jak zvyseni velikosti mozku, tak i diferenciaci a specializaci mozkovych struktur, coz umoznuje
organismim efektivnéji reagovat na své prostiedi a adaptovat se na nové vyzvy. Tento proces je pohdnén jak
genetickymi faktory, tak i environmentalnimi tlaky, které formuji funkcni a strukturalni charakteristiky mozku
(Eifert et al.,, 2015). | pres tuto diferenciaci a specializaci jednotlivych druhd jsou principy fungovani
neuronalnich siti vysoce konzervované, coZz umozniuje pouzivat rlizné druhy organism( k modelovani rGznych
nemoci a fyziologickych stavi. Hlodavci, zejména mysi a potkani, jsou diky své anatomické, fyziologické a
genetické podobnosti s ¢lovékem, kratkému Zivotnimu cyklu a nizkym narokdim na chov preferovanymi
modelovymi organismy v biomedicinském vyzkumu (Bryda, 2013). Jednou z jejich vyhod je moZnost
manipulace s gestacnim obdobim a rodi¢ovskou péci, coZ u organism0 vyvijejicich se vné nelze tak efektivné
vyuZzit (Ezran et al., 2017). Dal$im casto vyuzivanym modelem je ryba Danio rerio, ktera predstavuje vyhodny
modelovy organismus diky své vysoké plodnosti, rychlému vyvoji a prlihlednosti embryi, coZz umoznuje
neinvazivni pozorovani neurdlniho vyvoje vyuzitelné napfiklad pro vyvojovou biologii. Stejné jako u model(
hlodavct, behavioralni profil Danio rerio neumoznuje adekvatni modelovani nékterych vysoce specifickych

symptoml, jako jsou napfiklad verbalni aspekty pozitivnich, negativnich nebo kognitivnich symptom( u
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schizofrenie, coZ predstavuje vyznamnou nevyhodu. Navzdory témto omezenim vsSak lze u Danio rerio
studovat neverbdlni behaviordlni projevy, jako je hyperlokomoce, stereotypie, snizend tigmotaxe, omezenad
explorace nebo sniZzené sociadlni chovani, které mohou byt relevantni pfi modelovani vybranych
neuropsychiatrickych symptom. Diky vysoce konzervovanym behaviordlnim vzorcim a predikovatelnym
reakcim na neuroaktivni latky, véetné agonist( trace-aminovych receptord, je Danio rerio hojné vyuZivanym

experimentalnim organismem v oblasti neurovédniho vyzkumu (Galstyan et al., 2025; Tordjman et al., 2007).

Pfi porovnavani laboratornich model( je dllezité zohlednit jejich specifické vyhody a nevyhody, pficemz
klicovym kritériem pro jejich vyuZiti je mozZnost kvantitativniho a kvalitativniho méreni relevantnich
parametrl. Mezi takové pfiklady patfi naptiklad sledovani ultrazvukové vokalizace u potkantd nebo elektrické

signalizace u G. petersii, které slouzi jako objektivni ukazatele behavioralnich a komunikacnich projevu.

Vokalizace u potkanl jsou casto studovany jako zplsob komunikace a indikdtor emociondlnich a
fyziologickych stavi. Ultrazvukova komunikace potkant poskytuje efektivni prostfedek pro pfenos informaci
na vétsivzdalenosti a je méné nachylna k ruseni z vnéjsiho prostiedi. Tento zplsob komunikace vsak vyZaduje
pokrodilé technologie pro detekci a analyzu, coZz mlze byt technicky i finanéné naroc¢né. Potkani vyuZivaji
ultrazvukovou komunikaci v souvislosti s prostfedim, které obyvaji, a to jsou nory. Ultrazvukova vokalizace je
tak vhodna pro kratkodobou komunikaci ve stisnénych prostorech, jako jsou podzemni nory, kde je diky svym
fyzikalnim vlastnostem efektivné smérovana a méné ovliviiovana vnéjsim rusenim ve srovnani se slySitelnymi
zvuky pro ¢lovéka. Tato komunikace tak minimalizuje Sanci na detekci predatorem (Brudzynski and Fletcher,

2010).

Ultrazvukova vokalizace slouZi zejména k vyjadreni emocnich stavl a ke komunikaci uvnitf skupiny, coz je
zasadni pro socialni interakci (Premoli et al., 2023; Simola and Granon, 2019). Zvukové vokalizace byly také
zaznamenany u potkani béhem REM faze spanku (Squarcio et al., 2023). Nicméné, studium vokalizace v

laboratornich experimentech ma své limity, zejména kvli nizké frekvenci vokalizaci v nékterych situacich.

Elektricka signalizace G. petersii ma oproti tomu sice kratsi dosahovou vzdalenost nez vokalizace potkand,
poskytuje vSak okamZitou a presnou informaci i pres prekazky ve vodnim prostredi. Pfijem signalu je ale
podminén spravnou funkci elektroreceptort (Pedraja et al., 2021). Pfi porovnani téchto dvou komunikacnich
forem je patrné, Ze zatimco u potkanu slouZi ultrazvukova vokalizace primarné k vyjadreni emocnich stavd,
elektrické signaly u G. petersii predstavuji sofistikovany nastroj cilené komunikace. Tyto mechanismy maji
pravdépodobné rlizné evolucéni zaklady, kdy vokalizace u potkan( vychazi z potfeby sdélovat emocionalni
stavy, zatimco elektrosignalizace u ryb se vyvinula jako adaptace na prostredi, kde je vizualni a zvukova

komunikace omezena.
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Tento rozdil v komunikacnich strategiich odrazi i zakladni evolu¢ni rozdily ve vyvoji mozku mezi rybami a
savci. Mozek ryb a savcu se vyviji odliSnym zplsobem, cozZ je patrné z rozdilG mezi evaginaci a everzi béhem
embryondlniho vyvoje. U savcl a nékterych dalSich skupin obratlovc(, jako jsou plazi a ptaci, dochazi k
evaginaci mozkovych hemisfér, coz vede ke vzniku vnitifnich mozkovych komor, jak je zndzornéno na obrazku
¢islo 3. Naopak u paprskoploutvych ryb (Actinopterygii) a nékterych dalSich skupin ryb probiha proces zvany
everze, pfi kterém se hemisféry skladaji smérem ven, jak je vidét na obrdzku ¢.3. Tento rozdil v morfogenezi
vede k tomu, Ze mozkové hemisféry Aktinopterygii maji jedinecné usporadani s vnéjSimi mozkovymi
komorami oddélenymi tenkou membrdnou, coz je vyrazné odliSné od struktury mozku vétsiny ostatnich
obratlovcd. Navzdory témto morfologickym rozdiliim je zakladni organizace predniho mozku mezi obratlovci
pomérné zachovana, coZ podporuje vysoce konzervované kognitivni funkce napfic riznymi skupinami, véetné
mechanismU prostorového poznavani, které jsou zaloZzeny na homolognich neuralnich mechanismech u
rGznych skupin obratlovc(, véetné savcl, ptakd, plazll a teleostnich ryb (Kimmel et al., 1990; Mueller et al.,

2011).

A

Evaginace

Obrazek ¢.3: Rozdil ve vyvoji CNS u ryby Danio rerio (zdstupce Aktinopterygii) a mysi Mus musculus (zdstupce
savci). A: Korondrni pohled na anteriorni neurdlini trubici obratlovci, ze které vznikdé koncovy mozek. B: Everze

neurdlni trubice. C: Evaginace neurdlini trubice (Mueller et al., 2011).

vvvvv Ve

Zakladni principy fylogenetického vyvoje mozku jsou napfi¢ ZivocisSnymi druhy vysoce konzervované diky
sdilenym molekuldarnim mechanismim, i kdyZ samotny pribéh vyvoje se miZe mezi jednotlivymi taxony
vyrazné lisit. Funkéni homologie mozkovych struktur tak zlstavd zachovana, prestoZe se jejich morfologie
mUze béhem vyvoje ménit (Murakami et al., 2005). Diky témto evoluéné sdilenym vlastnostem lze v urcitych
pfipadech vyuZit zviteci modely k modelaci lidskych neuropsychiatrickych poruch, jako je tomu i v této praci,

kde je ryba G. petersii pouZita ke studiu neurobiologie symptomd.
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Obrazek ¢.4: Srovndni morfologické struktury mozku tfi zastupcl obratlovci s vyznacenim homolognich
oblasti nejcastéji postiZenych schizofrenii. Méfitka velikosti jednotlivych mozki se lisi. Obrdzek zndzorfiuje
transverzdlini fezy mozkem A: mozek Danio rerio, B: mozek potkana Rattus norvegicus, C: lidsky mozek Homo
sapiens. U kaZdého organismu jsou zvyraznény odpovidajici homologni oblasti: neokortex (centrdini pallium,
riZové), amygdala (medidini pallium, oranZové), hipokampus (laterdini pallium, modre), bazdini ganglia
(subpallium, Zluté), thalamus (fialové) a ventrdini tegmentdlni oblast/posteriorni tuberkulum (zelené).
Obrdzek demonstruje evolucni rozdily v usporddadni a relativni velikosti mozkovych struktur, zejména vyrazny

rozvoj neokortexu a hipokampu smérem od ryb pres savce k primdtim (Langova et al., 2020).
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Obrazek Cislo 4 porovnava mozky dvou zastupcl savcl a jednoho zastupce ryb, Danio rerio. Mozek vsech tfi
je tvofen dvéma hemisférami oznacenymi I. a Il., pficemz hemisféry Danio rerio jsou pfi ontogenezi ohnuty
smérem ven, coz vede k odliSné morfologii a usporadani struktur. Mozek Danio rerio je zaroven delsi a uzsi
oproti mozku savcu. V disledku evaginace je napfiklad neokortex u savcl na povrchu mozku, zatimco u Danio
rerio je ve formé centralniho pallia uvnitf. Dal$im rozdilem je pfitomnost vnitfnich komor u savcl a vnéjsich

komor u ryb (Kimmel et al., 1990; Mueller et al., 2011).

Koncovy mozek Danio rerio je moiné funkéné rozélenit na dorsalni a ventralni oblast, coZ koresponduje s
palliem a subpalliem (obr. 4 Zluté). Pallium se dale ¢leni na centralni pallium (obr. 3 faZové), laterdlni pallium
(obr. 3 modre), medialni pallium (obr. 3 oranZové), posteriorni a ventralni oblasti, které funkéné odpovidaji
isokortexu, hipokampu, amygdale a pyriformnimu kortexu u savc(. Subpallium je pak analogické ke
subkortikalnim oblastem mozk( savcl (Ganz et al., 2015; Vargas et al., 2009). G. petersii je zatazena do tridy
Aktinopterygii, a proto jeji mozek nejvice koresponduje s nakresem mozku Danio rerio A na obrazku ¢. 3. Pfes

existujici nesrovnalosti v porovnani mozkl savcl a ryb, zékladni morfologie je vyrazné konzervovana, co?

zajistuje dobrou konstruktivni validitu daného modelu.

U Clovéka jako zastupce savcl probihaji nejsignifikantnéjsi zmény v mozkové architekture u pacientl se
schizofrenii na zvétseni laterarnich komor, v redukci v Sedé a bilé hmoty v kortikalnich a subkortikalnich
regionech (Li et al., 2025; Melicher et al., 2015). Tyto zmény byly v poslednich letech potvrzeny a dale
rozpracovany diky pokrocilym zobrazovacim technikdm a novym klinickym pfistuplm. Ztraty Sedé hmoty se
neobjevuji izolované, ale $ifi se napfic specifickymi mozkovymi sitémi. Tento fenomén byl oznacen jako sitové
podminéné Sifeni zmén Sedé hmoty "network-based spreading of gray matter changes", pricemi
nejpostizenéjsi byly frontotemporalni oblasti, které jsou zasadni pro vyssi kognitivni funkce. Pfedpoklada se,
Ze pocatecni mozkova patologie zacina v predni ¢asti hipokampu, odkud se mUzZe déle rozsifovat a ovliviiovat
dalsi propojené oblasti (Chopra et al., 2023). Atrofie urcitych mozkovych struktur a drah mize byt do jisté
miry reverzibilni, studie vyuZivajici elektroSokovou terapii ECT (electroconvulsive therapy) a magnetickou
zachvatovou terapii MST (magnetic seizure therapy) prokazaly, Ze tyto intervence vedou k narudstu tloustky
mozkové klry, zejména v prefrontadlnich oblastech, coZ podporuje hypotézu o zachované schopnosti
mozkové plasticity i u pacientl se schizofrenii (Li et al., 2025). Retrogradni neuroplastické zmény jsou
zkoumany i u farmak, jako je paliperidon palmitate, avSak soucasné ndlezy spiSe naznacuji jeho schopnost
zpomalit Ubytek mozkové tkané a zachovani tloustky mozkové kary (Tishler et al., 2023; Wang et al., 2023).
Vedle farmakologickych pfistupl jsou predmétem zkoumani také nefarmakologické intervence, jako je
aerobni fyzicka aktivita, kterd mlze prispét ke zvétseni objemu hipokampu a zlepseni jeho vaskularizace

(Woodward et al., 2018).

21



3. NMDA antagonisté, jejich vliv na mozkovou aktivitu, neuroplasticita

Myslenka, Ze patofyziologie schizofrenie mizZe souviset se zménami v glutamatergnim systému, byla poprvé
formulovana na zakladé pozorovani ucinkd nekompetitivnich NMDA antagonist(, jako je PCP (fencyklidin),
které u zdravych jedincl vyvolavaji psychotické symptomy a kognitivni deficity podobné schizofrenii (Luby et
al., 1962). Dnes na zakladé mnoha let vyzkumu je zjevné, Ze alternace glutamatergni transmise hraje hlavni

roli v etiopatologii schizofrenie (Muguruza and Callado, 2022).

V této souvislosti se ukazuje, Ze zmény v neuroplasticité, coz je zakladni biologicky fenomén, umoznujici
morfologickou a funkéni adaptaci mozku na ménici se vnéjsi i vnitfni podminky, mohou hrat zasadni roli v
patofyziologii schizofrenie (Surti et al., 2023). Neuroplasticita nejen podporuje evoluéni adaptabilitu a preziti
organismu, ale také se podili na patogenezi fady neuropsychiatrickych poruch, véetné schizofrenie, kde je
zménénd glutamatergni transmise pfimo spojena s narusenymi mechanismy neuroplasticity (Mishra et al.,

2021; Sehatpour et al., 2023).

Neuroplasticita je zprostfedkovdana NMDA receptory, které jsou klicové pro modulaci synaptické sily, coz je
zasadni pro mechanismy uceni a paméti (Alkadhi, 2021). Nadmérna aktivace NMDA receptorll, oznacovana
jako excitotoxicita, vede k poskozeni neuronll. Tomuto procesu lze zabranit, nebo jej alespon potladit,
pouzitim NMDA antagonist(, ktefi se vdZzou na NMDA receptory a blokuji jejich aktivaci (Pichardo-Rojas et

al., 2023).

3.1 NMDA receptory
NMDA (N-methyl-D-aspartat) receptory jsou klicové ionotropni glutamatové receptory, umoziujici
dlouhodobé posilovani synapsi, ¢imZ zprostifedkovavaji schopnost uceni a paméti. Naruseni fyziologické
homeostazy NMDA receptorl je ale Uzce spjato s mnoha neuropsychiatrickymi chorobami, jako je napftiklad
schizofrenie, deprese, Ci epilepsie (Scimemi et al., 2006). Modulace téchto receptord mize mit antidepresivni
ucinky, jak dokladaji nové klinické studie hodnotici G¢innost esketaminu, antagonisty NMDA receptoru, u
pacientl s akutni depresi (Falkenberg et al., 2023) nebo u pacientll s pooperacni depresi (Yu et al., 2023).
Tyto receptory patfi do skupiny glutamatem aktivovanych receptorl. Glutamat, jako hlavni excitacni
neurotransmiter v CNS savcll, aktivuje dva typy receptord, ionotropni a metabotropni. Metabotropni
receptory se déli do 8 rodin aionotropni do 3 funkénich skupin. lonotropni receptory jsou pojmenovany podle
artificidlniho agonisty, kterym byly plvodné selektivné aktivovany pfi jejich identifikaci. lonotropni jsou mimo
NMDA receptoru, i AMPA (a-amino3-hydroxy-5-methyl-4-isoazolepropionova kyselina) receptor a kainatovy
(a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazolepropionova kyselina) receptor (Kew and Kemp, 2005). Aktivace
AMPA receptoru se vyznacuje rychlym nastupem a ukoncenim aktivity, na rozdil od NMDA receptoru, u

kterého probiha aktivace a deaktivace pomaleji. Aktivace NMDA receptori je vétsinou zavisla na predchozi
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aktivaci AMPA receptorl, které indukuji depolarizaci membrany, ¢imz dochazi k odstranéni hofecnatych

iontd z NMDA receptor( (Hansen et al., 2017; Lipton, 2005).

NMDA receptor je heterotetramer, vétsinou slozen ze dvou podjednotek vazajici glycin GIuN1 a dvou
podjednotek vazajicich glutamat GIuN2. Je umistény v membrané neuronu, kdy pfi aktivaci funguje jako kanal
pro Na*, Ca** a K*ionty (LU et al., 2017). Aktivace tohoto receptoru vyZaduje soucasnou pfitomnost dvou
druh( agonistl, glutamatu a glycinu, a zdroven zménu membranového potencidlu (Paoletti et al., 2013).
Zména membranového potencialu slouzi k odblokovani receptoru, ktery je obsazen iontem Mg?*(Marwick et
al.,, 2019). Aktivace receptoru vede k rozbéhnuti signalizacnich kaskad v dlsledku zvysené koncentrace
intracelularniho vapniku, jak je vidét na obrazku Cislo 5. Vysoka intracelularni koncentrace vapniku vede k
fosforylaci cAMP (cyclic adenosine monophosphate) responsivniho elementu CREB (CAMP response element
binding protein) v jadfe, a to bud skrze MAP (mitogen-activated protein) kindazovou drahu ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinase 1/2), nebo prostfednictvim aktivace kalcium/kalmodulin-dependentni
kindzy IV (CaMKIV). Fosforylace CREB nasledné iniciuje transkripci gent duleZitych pro preZiti, jako jsou

rastové faktory nebo Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (lkonomidou and Turski, 2002).

NMDA & 0 NMDA

antagonista —b(m g g 3 blokator kanalu
Ca?'
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Ca®*/CaM

Transkrip¢ni aktivace gent podporujicich
preziti bunék (ristové faktory, bel-2)

Obrdzek ¢. 5: Aktivace NMDA receptoru vedouci kinfluxu vdpniku a zvyseni koncentrace vdpniku

intraceluldrné. Schéma zndzorriuje signdini drdhy aktivované priichodem Ca?* iontu pfes NMDA receptory a
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jejich vliv na transkripcni aktivaci gent podporujicich preZiti bunék. Po navdzani glutamdtu a glycinu na NMDA
receptor a ndsledném odstranéni hofec¢natého iontu dochdzi k otevieni iontového kandlu a influxu Ca?* do
postsynaptického neuronu. Zvysend intraceluldrni koncentrace Ca?* aktivuje dvé klicové signdini cesty:
MAPK/ERK drdha: Ca?* aktivuje kaskddu vedouci k aktivaci ERK1/2, kterd ndsledné pfispiva k fosforylaci
transkripéniho faktoru CREB. Ca?*/CaM drdha: Ca?* vdZe kalmodulin (CaM), ktery aktivuje CaM-kindzovou
kaskddu (CaMKK - CaMKIV), rovnéZ vedouci k fosforylaci CREB. Fosforylovany CREB v jddre indukuje
transkripci gent podporujicich preZiti bunék, jako jsou ristové faktory a bcl-2 (B-cell lymphoma 2). Vievo je
zndzornén ucinek NMDA antagonistu, kteri kompetitivné blokuji receptor, a vpravo NMDA kandlovych
blokdtort, neboli unkompetitivnich antagonisti, ktefi zabrafiuji prichodu iontl po aktivaci receptoru

(lkonomidou and Turski, 2002).

Tyto excitaéni receptory jsou nezbytné pro mechanismy uceni a paméti, pficemz jejich dysfunkce je
asociovana s rliznymi neurologickymi a psychiatrickymi onemocnénimi a je predevsim studovana kvl
excitotoxicité (Tang et al., 2023). Excitotoxicita je proces nadmérné stimulace NMDA receptoru v disledku
spusténi signdlnich kaskad pro reaktivni formy kysliku, dusiku, mitochondrialni dysfunkce, aZ aktivace
bunécné smrti (Choi, 2020). Receptor Ize modulovat nejen antagonisty, jak je vidét na obrazku cislo 5, ale i
endogennimi moduldtory receptoru jako je hofcik, zinek, spermidin, kynureninova kyselina, pregnanolon

sulfat nebo H* (Ghafari et al., 2015; Vyklicky et al., 2014).

3.2 NMDA antagonisté

NMDA antagonisté jsou skupinou latek, které maji schopnost inhibovat aktivitu NMDA receptoru jeho
modulaci. Vykazuji odlisnou afinitu k receptoru a podle zplsobu inhibi¢ni modulace téchto receptord je Ize
rozdélit na kompetitivni, nekompetitivni a unkompetitivni antagonisty. Kompetitivni antagonismus je
charakteristicky kompetici mezi antagonistou a agonistou o vazebné misto na receptoru, zatimco u
nekompetitivniho antagonismu se antagonista vaze na své specifické misto na receptoru. U unkompetitivniho
antagonismu je nezbytna aktivace receptoru agonistou, po které teprve miZe antagonista receptor blokovat
(Chen and Lipton, 2006). Tento typ antagonismu je v literatufe zndm také jako use-dependentni
antagonismus. Pfi zarazovani jednotlivych antagonistl do skupin nekompetitivnich a unkompetitivnich
antagonistU Ize pozorovat rozdily. Na zdkladé hodnot IC50 (minimalni koncentrace antagonisty potiebna k
inhibici 50 % receptor(l) se autofi ¢asto lisi v klasifikaci téchto antagonistll (Hedegaard et al., 2012; Olney et
al., 2006). Dale budou zminéni antagonisté glutamatu, ale existuji i antagonisté glycinu vazajici se na glycinB

neboli strychnin-insenzitivni misto (Parsons, 2001).

Pro funkci kompetitivnich antagonistl je dileZita nejen jejich koncentrace, ale i koncentrace agonisty, se
kterym soutéZi o vazné misto na receptoru. Do této skupiny patfi napriklad antagonisté jako: D-CPP-en (SDZ

EAA 494), CGS 19755 a (R)-AP5 (2-amino-5-fosfonopentanova kyselina), ktefi se vazi na misto pro glutamat.
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Tyto latky pomahaji pti studiu funkce receptord, ale jejich terapeutické vyuZiti zatim nebylo uvedeno do praxe

(Boast et al., n.d.; Feng et al., 2005; Khormali et al., 2022).

Nekompetitivni antagonisté inhibuji receptor skrze vazbu na své specifické misto, tudiz v tomto pfipadé
nezaleZi na koncentraci agonisty. NejdlleZitéjSimi zastupci této skupiny jsou: ketamin, dizocilpin a
fencyklidin. Ketamin existuje ve dvou isoformach R(-)-ketamin a S(+)-ketamin, jejichz farmakologické
vlastnosti se mohou lehce lisit. Nejnovéjsi studie ukazuji, Ze zde neni signifikantni rozdil v potenci, ale
Sizomer vykazuje vice negativné prozivanou psychopatologii, tudiz se doporucuje kterapeutickému
pouzivani R isoformy (Passie et al., 2021). Ketamin je schopen proniknout hematoencefalickou membranou,
a tak plsobit na CNS. Jako NMDA antagonista vykazuje sedativni, anestetické, analgetické, neuroprotektivni,
protizanétlivé, imunomodulaéni a antidepresivni Gc¢inky (Simonini et al., 2022). Ketamin aktivuje signalni
kaskadu, kterd prostfednictvim inhibice GABAergnich interneuron( vede k disinhibici a nasledné aktivaci
excitacnich glutamatergnich neuron(. Tato aktivace spousti transkripci genli pro mozkovy neurotroficky
faktor BDNF (brain-derived neurotrophic factor), ktery nasledné aktivuje mTOR (mammalian target of
rapamycin) kaskadu, kterad je klicova pro regulaci bunééného metabolismu, rlstu, proliferace a preziti
(Gordon et al., 2023). Timto zplsobem ketamin, kromé svého pfimého plsobeni na NMDA receptory, také
nepfimo moduluje AMPA a GABA receptory. Takto ovlivnéné synapse ndsledné ovliviiuji i serotonergni a

dopaminergni transmisi (Krystal et al., 2024).
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Obradzek ¢. 6: Prehled molekuldrniho mechanismu transkripce faktoru c-Fos po indukci ketaminem. Ketamin
plsobi jako antagonista NMDA receptoru, primdrné inhibuje tyto receptory na GABAergnich interneuronech,
co? vede ke sniZeni inhibicni aktivity a ndsledné disinhibici excitacnich neuroni. To zplsobuje zvysené
uvolriovdni glutamdtu do synapse, a ndsledné aktivaci AMPA a NMDA receptor(i na postsynaptickych
neuronech, coZ umozriuje influx Ca?* do buriky. Ndrdst intraceluldrni koncentrace Ca?* spousti intraceluldrni
signdlni drdhy, predevsim MAPK/ERK a Akt/mTOR, které vedou k zvysené expresi transkripcniho faktoru c-

Fos. Tento proces je klicovy pro synaptickou plasticitu a kognitivni funkce (Choi et al., 2020).

Vedle ketaminu existuji i dalSi vyznamni nekompetitivni NMDA antagonisté, jejichz ucinky na nervovou
soustavu jsou predmétem intenzivniho vyzkumu diky jejich terapeutickému i modelovacimu potencidlu. Mezi
takové latky patfi napriklad dizocilpin, ktery pravdépodobné sniZzuje neurotoxicitu zpisobenou glutamatergni
excitotoxicitou v nékterych mozkovych oblastech (Kovacic and Somanathan, 2010). Zaroven vsak mizZe mit
toxické ucinky v jinych mozkovych oblastech, kde zasahuje do specifickych vyvojovych stadii mozku. Tyto
zasahy mohou vést k neurobiologickym abnormalitdm, kognitivnim dysfunkcim a snizené hustoté inhibicnich
interneurond (Ma et al., 2020). Dalsi hojné vyuZivanou latkou v této souvislosti je fencyklidin (PCP), ktery se
pouzivd k modelovani psychotickych stavl u hlodavcl, jelikoZz narusuje rovnovahu mezi excitaénim a
inhibi¢nim prenosem v prefrontalni kire. Tato dysbalance vede k deficitim gama oscilaci a porucham
kognitivnich funkci. Obnoveni této rovnovahy predstavuje jeden z hlavnich terapeutickych mechanismi

(Brown et al., 2023).

Dalsi skupinou antagonistll jsou unkompetitivni antagonisté, ktefi funguji hlavné v mistech s nadmérnou
koncentraci agonisty, coZ je dano jejich mechanismem ucinku. Mimo neuroaktivni steroidy, jako je
pregnenalon sulfat a jeho analogy (Malayev et al., 2002; Vyklicky et al., 2015), do této skupiny také patfi
hlavné memantin, ktery se dnes pouZziva v klinické praxi pro |écbu Alzheimerovy choroby, poruch autistického
spektra (ASD), ADHD v pediatrii a na Iécbu vyvojové a epileptické encefalopatie DEE (Bago RoZankovi¢ et al.,
2021; Bouhadoun et al., 2021; Schiller et al., 2023). Tato rozmanitost NMDA antagonistl ilustruje jejich Siroké
spektrum Gc¢ink( a potencidlni pfinos i rizika spojena s jejich vyuzitim, at uz v experimentdlnim nebo

terapeutickém kontextu.

3.3 Projevy chovani vyvolané NMDA antagonisty

NMDA antagonisté patfi mezi intenzivné studované latky diky svému neuroprotektivnimu potencidlu v [écbé
neuropsychiatrickych onemocnéni a akutnich poskozeni mozku, napfiklad pfi cévni mozkové ptihodé
(Pichardo-Rojas et al.,, 2023). Vedle terapeutického vyuziti se vsak uplatniuji také jako nastroje pro
experimentalni modelovani schizofrenie, a to na zakladé glutamatové hypotézy, kterd predpoklada, zZe

hypofunkce NMDA receptori se podili na patofyziologii tohoto onemocnéni (Vinnakota et al., 2024).
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Zejména béhem vyvoje mlZe naruseni NMDA receptorové aktivity vést k trvalym neurobehavioralnim
nasledkim. Tyto vyvojové ucinky NMDA antagonistli byly prokdzany zejména pfi neonatdlni expozici.
Napftiklad studie z roku 2021 popisuje dlouhodobé behavioralni a kognitivni deficity po podani dizocilpinu
béhem specifickych postnatalnich ¢asovych oken. Nejvyraznéjsi poruchy byly zaznamendny pfi expozici
dizocilpinu v 7-14 postanatalnich dnech, a to vtestech: rozpoznavani novych objektl (novel object
recognition), rozpoznavani objektl na misté (object-to-place recognition), rozpoznavani ¢asového poradi
objektl TOR (temporal order object recognition task), testu sociability a v kontextovém vymizeni strachu
(contextual fear extinction). Tyto vysledky podporuji hypotézu, Ze naruseni NMDA receptorové funkce béhem
kritickych obdobi vyvoje mize prispivat k patofyziologii schizofrenie a dalSich pfibuznych neurovyvojovych
poruch. Popsané zmény mohou byt trvalé a projevit se az v pozdéjSich fazich zivota, ¢asto ve formé

strukturalnich a funkénich abnormalit neuronalnich siti (Plataki et al., 2021).

Akutni Ucinky NMDA antagonistl, jako je ketamin, zahrnuji zejména modulaci neuroplasticity, ktera je
zasadni pro procesy, jako jsou dlouhodoba potenciace (LTP) a dlouhodobd deprese (LTD), cozZ celkové pfispiva
k flexibilité a reorganizaci neurondlnich siti. Ketamin vykazuje rapidni antidepresivni uUcinky, coz bylo
prokazadno behavioralnimi testy na depresivni chovani a je podporeno up-regulaci hipokampalnich AMPA
receptorovych podjednotek GIuAl a GIuA2, které hraji také dualezZitou roli v synaptickém posilovani. Tento
proces zaroven aktivuje signdlni drdhu mTOR, stejné jako transkripci BDNF a jeho receptoru TRKB
(tropomyosin-related kinase receptor type B), coz vede k zesileni synaptogeneze a neuroplasticity. Timto
mechanismem umoznuje zlepseni depresivnich stavll a kognitivnich funkci u depresivnich jedincl. Soucasné
existuji dlkazy o funkéni provazanosti mezi NMDA signalizaci a inzulinovou drahou IR/IRS (insulin
receptor/insulin receptor substrate), pfitemzZ ketamin muze zvySovat inzulinovou citlivost a podporovat
preziti neuronl prostfednictvim spoleénych intracelularnich cest, jako je PI3K/Akt (phosphoinositide 3-
kinase/protein kinase B). Tyto nalezy naznacuji, Ze cileni nejen na NMDA signalizaci, ale i na souvisejici
metabolické drahy muze byt efektivni strategii pro Ié¢bu depresivnich poruch (Hurst et al., 2024; Wong et al.,

2025; Zanos et al., 2023).

Behavioralni projevy vyvolané NMDA antagonisty jsou Uzce spjaty s mechanismem ucinku jednotlivych
zastupcl. Ze studii jsou nejcastéji popisovany efekty naruseni motorickych funkci, jako je hyperlokomoce
(Langova et al., 2023), naruseni kognitivnich funkci, jako jsou poruchy rozpoznavaci paméti a socidlni deficity
(Morales and Spear, 2014). Akutni G¢inky NMDA antagonistl se projevuji bezprostfedné po podani a zahrnuji
docasné naruseni normalni funkce NMDA receptori, coZ ovliviiuje chovani a kognici (Qin et al., 2021;

Vinnakota et al., 2024).

U¢inky ketaminu, nekompetitivniho antagonisty NMDA receptoru, se mohou projevit v nékolika

behavioralnich doménach, které odpovidaji jednotlivym symptomatickym okruhlm schizofrenie. V oblasti
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pozitivnich symptom( je opakované dokumentovana zvySend motorickd aktivita, hyperlokomoce, kterd
vznikd v dasledku naruseni inhibi¢ni regulace kortikdlnich neuronovych okruhl. Konkrétné u ketaminu
dochazi v disledku blokady NMDA receptorl na GABAergnich interneuronech k oslabeni inhibi¢niho vlivu na
excitacni neurony v kortikalnich oblastech, predevsim v prefrontaini kire. Tato disinhibice vede ke zvysené
aktivaci glutamatergnich neurond, které nasledné stimuluji dopaminergni drahy mezolimbického systému,
zejména projekci z ventralni tegmentalni oblasti do nucleus accumbens. Tato zvySena dopaminergni aktivita
je povazovana za neurobiologicky zaklad pozorovanych behaviordlnich zmén v lokomoci a slouzi jako validni
model pozitivnich symptom0 schizofrenie (Irifune et al., 1991; Xu et al., 2020). Ve sféfe negativnich
symptom byly popsany projevy socidlniho staZeni, jako je sniZzeny zdjem o socidlni interakce a narusena
socialni pamét. Tyto projevy jsou spojovany s dysfunkci prefrontdlné-limbickych okruhd a narusenim
glutamatergni signalizace, kterd se zasadné podili na regulaci socidlniho chovani (Gao et al.,, 2009;
Trevlopoulou et al., 2016). Kognitivni dysfunkce se u zvifat projevuji snizenou schopnosti rozlisit nové objekty
¢i narusenim pracovniho uceni, coz souvisi s narusenim NMDA-dependentni synaptické plasticity a
dlouhodobé potenciace (LTP), predevsim v hipokampu a prefrontalni kGfe (Hauser et al., 2017; Nikiforuk et
al., 2016). Ukazuje se, Ze na kognitivnich a socialnich deficitech se mohou sekundarné podilet i serotonergni
dradhy. Farmakologicka blokdda receptoru 5-HTsa vedla u zvitat k ¢astecné obnové socidlniho chovani a
pamétovych schopnosti, coZ naznacuje, Ze serotoninovy systém se mUzZe spolupodilet na modulaci téchto
ketaminem navozenych symptom( (Nikiforuk et al., 2016). Cely tento proces je navic ovlivnén
endokanabinoidnim systémem, konkrétné aktivitou CB1 receptor(l. Bylo prokazano, Zze farmakologicka
inhibice téchto receptorl snizuje jak hyperaktivitu, tak nadmérnou dopaminergni signalizaci vyvolanou
ketaminem, coZ podporuje hypotézu o regulacni roli endokanabinoidniho systému v mechanismech

zodpovédnych za tyto behavioralni zmény (Xu et al., 2020).

3.3.1 U ¢loveka - NMDA antagonisté ve vztahu ke schizofrenii

U¢inky NMDA antagonistl u ¢lovéka jsou zkoumany predev$im ve tfech rovinach: (1) ve strukturnich
zménach mozku identifikovanych zejména post mortem, (2) v behavioralnich a kognitivnich projevech po
jejich experimentalnim podani a (3) v rdmci jejich terapeutického potencidlu. Nejvice pozornosti se soustredi
na schopnost téchto latek navodit stavy pripominajici psychdzu, a to jak u zdravych osob, tak u pacientl se
schizofrenii. U jedincl se schizofrenii nebo s jeji predispozici miZe podani NMDA antagonisty zvysit riziko
rozvoje psychotickych stavl a vést k prohloubeni jiz pfitomnych symptomd, jako jsou halucinace a bludy

(Driesen et al., 2013; Heekeren et al., 2008; Malhotra, M.D., 1997).

Velmi charakteristickym spole¢nym znakem schizofrenie a intoxikace NMDA antagonistou jsou sluchové
halucinace. Tyto halucinace se vsak lisi v zavislosti na tom, zda NMDA antagonista plsobi na zdravého jedince

nebo na pacienta se schizofrenii, nebo jeji predispozici. Zatimco u pacientl se schizofrenii ketamin casto
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zesiluje sluchové halucinace a paranoidni myslenky, u zdravych jedincl jsou tyto pfiznaky méné casté a
mohou se objevit pouze za specifickych experimentdlnich podminek, napfiklad v prostfedi s omezenou
smyslovou stimulaci (Powers lii et al., 2015). Z vysledk( nékterych studii navic vyplyva, Ze u zdravych jedincl
ketamin castéji vyvolavda zmény percepce, iluze Ci nerealistické smyslové zaZitky, spiSe nez klasické

psychotické symptomy pozorované u pacientl se schizofrenii (Pomarol-Clotet et al., 2006).

Kromé jiz zminénych pfiznakQi se ketamin podili i na naruseni sociadlni kognice, konkrétné schopnosti
mentalizace, tedy dovednost vnimat a interpretovat mentdini stavy druhych, coz je funkce, ktera byva u
schizofrennich pacientd ¢asto narusSena. Ve srovnani s placebem vedla aplikace subanestetické davky
ketaminu u zdravych dobrovolnik(l ke zvyseni poctu chyb typu u mentalizace ve videozaznamovém testu
socidlni kognice, coZ naznacuje zhorSenou schopnost mentalniho inferovani. Tyto behavioralni zmény byly
doprovazeny zvysenim BOLD signalu (blood oxygen level dependent) v pravém posteriornim superiornim
temporalnim sulku (pSTS) a zvySenou funkéni konektivitou mezi pSTS a anteriorni oblasti precunea. Tyto
zmény mohou byt interpretovany jako projev dysfunkéniho pfesunu pozornosti, ktery prispiva ke snizeni
vykonu v tlohach socidlni kognice (Wasserthal et al., 2023). Kromé narusené socialni kognice byly v souvislosti
s ketaminem zjiStény také zmény v oblasti exekutivnich funkci, zejména v inhibici odpovédi. Funkcni
neurozobrazovaci data ukazuji, Ze ketamin méni mozkovou aktivitu béhem uloh vyzadujicich inhibici
motorickych reakci, pricemz vyraznéjsi aktivace byla pozorovana zejména v somatosenzorické kare. Navzdory
témto funkénim zméndm nebyly zaznamenany signifikantni rozdily v behavioralnim vykonu mezi skupinou,
kterd dostala ketamin a kontrolni skupinou. Tyto vysledky naznaduji, Ze ketamin mUze ovliviiovat neuronalni
sité zapojené do kognitivni kontroly bez nutné patrného dopadu na vykonnost v jednodussich dlohach

(Steffens et al., 2018).

Na rozdil od ketaminu nebo PCP, které jsou spojovany s vyraznymi zménami védomi a rizikem vyvolani
psychdzy, je memantin povazovan za bezpecnéjsiho NMDA antagonistu. Vzhledem ke své preferencni vazbé
na extrasynaptické receptory a nizsi afinité, kdy plsobi jako unkompetitivni antagonista, vykazuje pfiznivé
bezpecny farmakologicky profil. Memantin je rovnéz zkouman jako doplikova terapie schizofrenie ke
standardni antipsychotické lécbé. Vysledky studii ukazuji, Ze mUze pfispét ke zmirnéni negativnich symptoml
a kognitivnich deficitd u pacientl se schizofrenii, a to bez zavaznych nezadoucich ucinki na CNS (Kikuchi,
2020). Tyto nalezy podtrhuji vyznam NMDA receptorll nejen v patofyziologii schizofrenie, ale i v komplexni

regulaci socialnich, kognitivnich a behavioralnich procest u zdravych jedinca.

3.3.2 U modelovych druht schizofrenii podobné symptomy

K experimentalnimu modelovani symptomi schizofrenie jsou nejcastéji vyuZivani nekompetitivni
antagonisté NMDA receptord, jako jsou PCP, ketamin a dizocilpin. Tyto latky umoziuji navodit predevsim

pozitivni symptomy schizofrenie. NejCastéji se pouzivaji laboratorni hlodavci, u nichZ expozice témto latkdm

29



vyvoldva projevy jako hyperlokomoce, stereotypni chovani, narusenou prepulsni inhibici, tedy reflexni
mechanismus souvisejici s filtraci senzorickych podnétd, a dale kognitivni deficity, které napodobuji kognitivni

dysfunkce pozorované u pacientl se schizofrenii (Adell et al., 2012).

Tyto modely pfinaseji dlileZité poznatky o neurobiologickych mechanismech onemocnéni, zejména ve vztahu
k dysfunkci thalamokortikalnich drah. Pfi expozici NMDA antagonistim dochdazi k naruseni funkcéni konektivity
mezi thalamem a kortikalnimi oblastmi, coZz miZe negativné ovlivnit kognitivni i percepcni procesy (Klingner
et al., 2014). Alterace v téchto drahach vedou k naruseni gama a alfa oscilaci, které jsou dulezité pro
synchronizaci mozkové aktivity. Tyto poznatky podporuji hypotézu tzv. dyskonektivity u schizofrenie, ktera
predpoklada, Ze za rGznorodymi priznaky této poruchy stoji abnormalni komunikace mezi mozkovymi
oblastmi. Klinické vyzkumy zamérené na modulaci thalamokortikdlnich drah zaroven naznacuji, Zze obnoveni
synaptické rovnovahy v téchto okruzich miZe predstavovat slibnou terapeutickou strategii pro zmirnéni

symptom schizofrenie (S Berndt et al., 2024).

Dizocilpin a PCP vykazuji u laboratornich hlodavcli podobné behaviordlni projevy, coz je mimo jiné
pfipisovano jejich nepfimému ovlivnéni dopaminergniho systému. Mezi pozorované projevy patfi ataxie,
¢ichani, hyperlokomoce, rotace hlavy, couvani a otacivé pohyby (Masayuki Hiramatsu et al.,, 1989). |
nejnovéjsi studie popisuji symptomy pozorované u schizofrenie. V ndsledujici zminéné studii byli pouziti
NMDA antagonisté jako PCP, S-ketamin a R-norketamin. Ukdzalo se, Ze podjednotka GIuN2D hraje zdsadni
roli v nepfimém zprostredkovani hyperlokomocniho chovani po expozici NMDA antagonistliim, kdy vyraznéjsi
ovlivnéni bylo pozorovanu u samct. U tzkostnych fenotypl GIuN2D-KO byly pozorovany anxiolytické Gcinky
R-norketaminu, S-ketaminu i PCP, kdy samice tohoto fenotypu vykazuji silnéjsi uzkostné chovani. Zatimco
ucinky R-norketaminu a S-ketaminu se ukazaly jako zavislé na pohlavi a genotypu, efekt PCP se témito faktory
pravdépodobné nefidi. Tato zjiSténi pfispivaji k porozuméni sexualniho dimorfismu v odpovédi na NMDA
antagonisty a poukazuji na dulezitou ulohu podjednotky GIuN2D pfi zprostfedkovani téchto ucink

(Vinnakota et al., 2024).

Ve

Ketamin je rovnéz Siroce vyuzivan k modelovani schizofrenii podobnych symptoma i u nehumannich primata.
Experimenty ukazuji, Ze jeho podani vyvolava davkové zavislé naruseni kontextového zpracovani informaci,
funkce, ktera je vyznamné narusena u pacientl se schizofrenii. Tento deficit zahrnuje snizenou schopnost
flexibilné reagovat na ménici se stimuly a integraci kontextudlnich podnéttd. Nasledné zhorseni kognitivnich
funkci, jako je planovani a rozhodovani, vykazuje vyraznou podobnost s poruchami typickymi pro schizofrenii

(Blackman et al., 2013).

Farmakologické modely schizofrenie zalozené na NMDA antagonistech dobfe napodobuji akutni pozitivni
pfiznaky, jejich schopnost postihnout komplexni povahu onemocnéni, vcéetné dlouhodobych

neurovyvojovych zmén, je vSak omezend (Nakazawa et al., 2017). PfestoZe tyto modely poskytuji uzitecné
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poznatky o dysfunkci thalamokortikalnich drah a genetickych faktorech, jako je role podjednotky GIuN2D,
stéle z(stava otazkou jejich relevance pro Sirsi spektrum symptomatiky, zejména ve vztahu k negativnim a
kognitivnim deficitli (Bygrave et al., 2019). PrestoZe farmakologické modely zaloZzené na NMDA antagonistech
prindseji daleZité poznatky o jednotlivych aspektech schizofrenie, jejich schopnost postihnout komplexni
klinicky obraz onemocnéni zlstdva omezend. Vysledky vsak naznaluji, Ze rozsiteni téchto modelll o
molekularni a individualni faktory, jako je genotyp nebo pohlavi, mlze prispét k jejich vétsi relevanci a otevfit

cestu k cilenéjsim terapeutickym ptistupim.

4 Metody sledovani mozkové aktivity

V navaznosti na predchozi kapitolu, ktera se vénovala vlivu NMDA antagonistll na neuronalni plasticitu a
mozkovou aktivitu, tato ¢ast rozpracovava metodické pristupy vyuZivané ke sledovani téchto zmén.
Mozkovou aktivitu lze studovat pomoci riznych vyzkumnych metod, které zahrnuji jak pfimé zaznamy
elektrické aktivity neuron(, tak zprostfedkované indikatory bunééné aktivace nebo behavioralnich projeva.
Jednim z hlavnich pfistupt je sledovani markerl mozkové aktivity, biologickych ukazateld, které umoznuiji
kvantifikovat specifické procesy, jako je synapticka signalizace, metabolismus ¢i genova exprese. DalSimi
metodami jsou elektrofyziologické techniky pro méreni elektrické aktivity v redlném case nebo behavioralni
pozorovani, ktera pfinaseji funkcni vhled do zmén chovani jako dlsledku neuronalni aktivace. Tyto metody
pfispivaji k pochopeni mechanizm, které reguluji mozkovou ¢innost v normalnich i patologickych stavech

(Park et al., 2025).

Tato kapitola prehledné shrnuje hlavni metodické pfistupy pouzZivané v této prdci, histologické,
elektrofyziologické a behavioradlni, a vysvétluje jejich vyznam pro studium mozkové cinnosti v
experimentalnim kontextu. Histologické metody poskytuji detailni informace o molekularnich a bunécénych
zménach v presné definovaném casovém bodé, zatimco elektrofyziologické metody umoznuji sledovani
neuronalni aktivity v redlném Case. Tyto pfistupy se vzajemné doplnuji a spolec¢né poskytuji komplexni pohled

na mozkové funkce (Helbling et al., 2015).

4.1 Histologické metody a jejich vyuziti pro detekci neuronalnich
markerd

Histologické metody patfi mezi klicové nastroje pro studium strukturalni i funkéni organizace mozku na
bunécné a subbunécné uUrovni. Umoznuji detailni vizualizaci a kvantifikaci marker(i neuronalni aktivity v
prostoroveé vysoce rozliseném kontextu. Jejich hlavni vyhodou je vysoka specificita a citlivost, mezi limitace
vSak patii nutnost fixace tkané a ukonceni Zivota zvifete, coZ omezuje moznost longitudinalnich studii a
sledovani dynamiky aktivity v ¢ase. Histologické techniky se proto ¢asto kombinuji s in vivo metodami, coz

umoznuje ziskat komplexnéjsi obraz mozkové funkce (Umesh Rudrapatna et al., 2014).
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Vzhledem k Siroké Skale molekuldrnich mechanism(, které lze sledovat pomoci histologie, je vhodné
jednotlivé metody klasifikovat podle jejich funkéniho zaméreni. V ramci této prace jsou histologické markery
rozdéleny do péti kategorii na zakladé prehledu recentni literatury: IEGs (Immediate Early Genes), GECls
(genetically encoded calcium indicators), synaptické markery, matabolické markery a markery synaptické

plasticity.

IEGs (immediate early genes)
Mezi tyto markery patfi napfiklad IEGs, jejichZ exprese je zavisla na aktivaci buriky a které nasledné reguluji

dalsi bunécéné procesy (Das et al., 2023). Mezi nejcastéji vyuzivané IEGs patfi c-Fos, ktery je diky svému
rychlému a kratkodobému narlstu exprese po neurondlni aktivaci idedlnim markerem pro mapovani
aktivovanych oblasti mozku. Z metodologického hlediska je c-Fos vhodny zejména pro imunohistochemickou
detekci, coz z néj Cini prakticky nastroj i pro ucely této prace. Podrobnéji se problematice IEGs a jejich

vyznamu v neurondlni aktivité vénuje kapitola 4.1.1.

GECls (genetically encoded calcium indicators)
K detekci zvySené intracelularni koncentrace vapniku se vyuzivaji indikatory jako GEClIs, které vizualizuji

zmény pomoci fluorescence (Grienberger and Konnerth, 2012). Alternativné Ize pouzit na vapniku zavisla
barviva, ktera méni spektralni vlastnosti po navazani vdpenatého iontu. Tato barviva se déli na ratiometricka
barviva (napf. Fura-2, Indo-1) a jednovlnova (Fluo-4, Calcium Green). Intenzita ratiometrickych barviv, na
rozdil od jednovinovych, nezavisi na koncentraci barviva, intenzité osvétleni a délce optické drahy, coz
umoznuje presnéjsi méreni bez artefaktd (Barreto-Chang and Dolmetsch, 2009).

Synaptické markery

Mezi markery neurondlni aktivity lze zaradit i synaptophysin, ktery oznacuje synaptické vacky a reguluje
transport Synaptobrevinu-2 (Syb2). Syb2 je nejvice zastoupeny protein synaptického vacku, ktery ridi fazi
prostfednictvim interakce se SNARE proteiny na presynaptické membrané. Synaptophysin je vyuzivan ke

studiu synaptické hustoty a neurotransmiterové signalizace (Cousin, 2021).

Matabolické markery
Jako markery specifické pro glutamatergni transmisi v CNS Ize vyuZit VGLUT transportéry. Tyto transportéry

jsou zodpovédné za pInénivackd glutamatem v neuronech a u savcl byly identifikovany tfiisoformy: VGLUT1,
VGLUT2 a VGLUT3. Jako markery se nejcastéji pouzivaji VGLUT1 a VGLUT2, protoZe jsou v CNS hojnéji

zastoupeny (Liguz-Lecznar and Skangiel-Kramska, 2007).

Cytochrom C oxidaza (COX) slouzi jako dalsi marker neurondlni metabolické aktivity, ktery ¢asto koreluje s
neuronalni aktivitou. Tento klicovy enzym v elektronovém transportnim rfetézci v mitochondriich je sledovan
ve své oxidované formé, ktera reflektuje stav oxygenace buriky. Snizené hladiny oxidované formy COX byly

zaznamenany i u pacientl s depresi, pficemZ jejich Uroven negativné korelovala s mirou zavaZnosti
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symptoml, coZ naznacuje potencidlni vyuziti COX jako indikatoru ucinnosti antidepresivni lécby (Holper et
al.,, 2019). Metabolickou aktivitu Ize také mérit pomoci markert glukézového metabolismu, jako je 2-
deoxyglukdza (2-DG). Jeji synteticky analog, 2-fluoro-2'-deoxyglukdza, je vyuZivan k zobrazovani zvyseného
glukézového metabolismu pozitronovou emisni tomografii (PET). Je vSak dlleZité poznamenat, Ze PET je in
vivo zobrazovaci metoda a nepatii mezi histologické metody, prestoZe vyuzivd metabolické markery. Tato
metoda je primarné vyuzZivdna k diagnostice nadorového bujeni, které je charakterizovdno vysSim
metabolismem glukdzy (Gagel et al., 2004).

Markery synaptické plasticity

Jednim z duleZitych ukazatel(l zmén v synaptické plasticité je CREB (CAMP response element-binding protein).
Hladina jeho fosforylované formy, fosfo-CREB, v T-lymfocytech periferni krve koreluje s pozitivni odpovédi na
antidepresivni lé¢bu (Koch et al., 2002). Fosfo-CREB je rovnéZ analyzovan v mozkové tkani v kontextu
mechanismuU uéeni a paméti, nebot zmény jeho fosforylace Gzce souviseji se synaptickym posilovanim (Scott

Bitner, 2012).

Histologické metody tak tvofi zdsadni pilit experimentalni neurovédy, nebot umoznuji detailni mapovani
mozkové aktivity na bunécné a molekularni drovni. Jejich kombinace s dalSimi metodami dale rozsifuje

moznosti komplexniho porozuméni mozkové funkci.

4.1.1 Immediate early genes IEGs

Vzhledem k zaméreni této prace na farmakologickou modulaci neuronalni aktivity pomoci ketaminu je
zvlastni pozornost vénovdana IEGs, predevsim proteinu c-Fos, ktery byl pouzit jako marker neuronalni aktivace

v experimentalni ¢asti této prace.

Immediate early genes (IEGs) predstavuji skupinu gen(, jejichZ exprese je rychle indukovana neuronalni
aktivaci a které hraji zasadni roli v regulaci synaptické plasticity a neuronalni odpovédi. Tyto geny jsou
charakteristické rychlou dynamikou iniciace transkripce a translace (Das et al., 2023). Exprese IEGs je
ovliviiovana rlstovymi faktory, hormony a peptidy. Na zakladé strukturalnich a funkénich znakd lze IEGs
rozdélit do nékolika rodin: Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2), Jun (c-Jun, JunB, JunD) a Krox (Krox-20, Krox-24).Po
translaci do proteinli funguji jako indukovatelné transkripcni faktory ITFs (inducible transcription factors)
nebo koduji sekretorni proteiny, enzymy a membrdanové receptory. Pokud funguji jako transkripéni faktory,
vazou se na promotorové nebo enhancerové sekvence DNA, a tim reguluji expresi cilovych gen, které jsou

nezbytné pro regulaci bunécné odpovédi (Herdegen and Zimmermann, 1995).

IEGs predstavuji klicové regulatory neuronadlni plasticity, které reaguji na Siroké spektrum vnéjsich a vnitfnich
podnétl. Jejich rychld exprese a nasledna regulace cilovych genl predstavuje zakladni mechanismus

adaptivnich zmén v nervovém systému. Diky tomu se IEGs zasadné podileji na procesech uceni, tvorby paméti
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a reakce na stresové situace. V experimentdalnim vyzkumu se vyuZivaji jako markery neuronalni aktivity, které
umoZiuji mapovani aktivovanych neuronalnich okruh( a rozliseni funkéné odlisnych neuronalnich populaci

(Meenakshi et al., 2020).

4.1.1.1 c-Fos
C-Fos patii mezi nejc¢astéji vyuZivané markery neuronalni aktivity a je clenem rodiny Fos gen, ktera spada
do skupiny immediate early genes (IEGs). Jako transkripéni faktor se podili na regulaci fady bunécnych
procesll, véetné rlstu, diferenciace a synaptické plasticity. Exprese genu pro c-Fos je indukovana Sirokou
Skalou extracelularnich signall, véetné ristovych faktord, neurotransmiter( a stresovych podnétli (Rawat,

V., 2015).

Po aktivaci tvofi protein c-Fos heterodimer s proteinem c-Jun, dal$im ¢lenem rodiny IEGs, a spolecné tak tvofri
komplex AP-1 (activator protein 1). Komplex AP-1 je schopen rozpoznat AP-1 responsni element
v promotorovém a enhancerovém misté cilovych genl, a tak regulovat jejich expresi. Tyto cilové geny

ovliviiuji bunécnou proliferaci, transformaci a bunécnou smrt (Shaulian and Karin, 2002).

Aktivace genu pro c-Fos vede k iniciaci transkripce DNA sekvence do mRNA, kter3 je pak translatovdna do c-
Fos proteinu. Sekvence mRNA obsahuje specifické sekvence, které umoziuji translaci i v pfipadé, Ze je
celkova bunécéna proteosyntéza omezend. Tyto sekvence obsahuji interni ribozomalni mista IRES (internal
ribosome entry site), které jsou lokalizovany na 5" UTR (5 -untranslated region). Tyto mista nasledné ovliviuji
up-regulaci a down-regulaci c-Fosu, coZ bylo studovano na burkach infikovanych rlznymi viry, které jsou
schopny regulovat aktivitu IRES (Li et al., 2021). Proteiny c-Fos a c-Jun podléhaji aktivaci prostfednictvim

fosforylace, kterou zprostredkovava signalni draha MEK—ERK (MAPK/ERK kinase) (Shi et al., 2014).

Transkripce genu pro c-Fos a jeho translace do c-Fos proteinu neni specifickd pro neurony a glidlni buriky. C-
Fos se vyskytuje i v ostatnich burikich, pficemz jeho indukce zavisi na typu signalu, kterému jsou buriky
vystaveny a na jejich specifické biologické funkci (Lara Aparicio et al., 2022). Diky své schopnosti oznacovat
aktivované neurony je vSak c-Fos Casto vyuzivan jako marker neurondlni aktivity, zejména v experimentech

zamérenych na neuroplasticitu a neurologické poruchy (Schuler et al., 2022).

Zmény v expresi c-Fosu byly popsany i v kontextu patologickych stavi mimo nervovy systém. Naptiklad u
potkand po infarktu myokardu bylo pozorovano zvySeni poctu c-Fos imunoreaktivnich bunék v
paralimbickych oblastech mozku, pfedevsim v cingularni a pyriformni klife. Exprese se zvysila tfeti den a
vrcholila mezi 7. a 14. dnem po ischemii, kdy postupné klesala do 56. dne, coZ naznacuje zapojeni c-Fosu do
centrdlni odpovédi na periferni stresory. Tato ¢asové zdvisla zména v expresi c-Fosu ukazuje nejen na vliv
infarktu myokardu, ale také na jeho zapojeni do reakci CNS na stresové podnéty a regulacnich procesu

neuronalni aktivity (Ahn et al., 2015).
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Studie ukazuji, Ze vzorce exprese c-Fosu se lisSi mezi jednotlivymi Zivoc¢iSnymi druhy, pficemzZ u primatd, na
rozdil od hlodavct, vykazuje regiondlni variabilitu a delsi trvani exprese. Tyto rozdily mohou odréazet vyssi
komplexitu kognitivnich funkci u primatd, coz zdlrazniuje dlleZitost c-Fosu nejen jako markeru aktivity, ale i

jako indikatoru kognitivnich procest (Barros et al., 2015).

C-Fos hraje klicovou roli nejen v neuronalni aktivaci, ale také v normdlnim vyvoji a funkci organismu, coz bylo
pozorovano na KO modelech mysi a potkand, pro Fos gen. Homozygotni c-Fos KO potkani vykazovali zpozdéni
v rGstu a abnormality zubG a kosti, podobné jako homozygotni c-Fos KO mysi. U heterozygotnich c-Fos KO
potkanl nebyly pozorovany zmény fenotypu, proto se jevi jako vhodnou variantou pro neurofyziologické
experimenty. Z vysledk( studie se predpoklada, Ze funkce genu pro s-Fos je mezi témito druhy konzervovana

(Yoshimura et al., 2023).

Bazalni exprese c-Fosu je v neaktivnich neuronech velmi nizkd az nedetekovatelna, zatimco po aktivaci prudce
roste. Jeho exprese je na aktivité zavisla a stabilita mRNA velmi kratka. Casové okno nejvyssich hladin
proteinu je relativné uzké, vétsina zdroji mluvi o 1-2 hodinach, kdy se vrchol exprese mRNA obvykle objevuje
béhem 30-90 minut po stimulaci (Bojovic et al., 2015; Owen et al., 1987; Yang et al., 2019). Vizualizace c-
Fosu se obvykle provadi pomoci imunohistochemickych metod a mikroskopie, zamérenych na mRNA nebo
protein. Kromé standardnich metod se vyuzZivaji i pokrocilé techniky, jako je fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH) nebo tyamin-amplifikaéni imunohistochemie pro zesileni signalu. Systém CANE (Capturing Activated
Neural Ensemble), ktery vyuzivd geneticky modifikované modely a modifikované lentiviry, je navrzen k
selektivnimu zachyceni a manipulaci specifickych neuronalnich soubor( na zakladé jejich aktivity, ¢imz se
zvysSuje presnost a hloubka analyz neurondlnich reakci na farmakoterapii. Tyto moderni zobrazovaci techniky
vyznamné pfispivaji k porozuméni molekularnim mechanismim fyziologickych i patologickych procest a
zaroven umoznuji detailni analyzu komplexnich neuronalnich struktur v jejich funkénim a systémovém

kontextu (Sakurai, 2024).

4.1.2 Ostatni markery mozkové aktivity

Kromé vyse zminéného IEG c-Fos je dalSim Siroce vyuZivanym markerem mozkové aktivity protein Arc
(activity-regulated cytoskeleton-associated protein), ktery je nezbytny pro konsolidaci paméti, protoze se
podili na regulaci dlouhodobé paméti a synaptickych zmén. V reakci na neurondlni aktivaci dochazi ke
spusténi opakovanych cyklG transkripce genu pro Arc, pti kterych vznikda Arc mRNA. Ta je nasledné
transportovana do dendritl, kde dochazi k jeji translaci do Arc proteinu. Protein Arc nasledné pozitivni
zpétnovazebnou smyckou podporuje dalsi transkripci genu pro Arc. Proteiny Arc se koncentruji ve
specifickych strukturach zvanych hubs, zatimco jejich mRNA je lokalizovana v tzv. hotspots, tedy mistech
aktivni translace. Jediny stimulacni podnét mUze vést k amplifikaci prostfednictvim transkripto-translacnich

cyklQ, ¢imz vznika mechanismus, kterym kratkodoba pamét podporuje pamét dlouhodobou. Deficity v této
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signalni draze mohou byt spojeny s kognitivnimi deficity, coZ potvrzuje dlleZitost proteinu Arc pro normalni

funkci mozku (Das et al., 2023).

/[ 5.Reaktivace
1. Okamiita asna - . (ranskripce
transkripce . /

2. Arc mRNA translace
v hotspotech

) ‘ 6. mRNA Arc transport do hubs pro
/dalsi cyklus translace a udrzovani
proteind

2@~ Translace mRNA
Arc protein v hubs
M~ Arc mRNA (1. a 2. cyklus)

Obrazek ¢. 7: Schéma pozitivni zpétnovazebné smycky Arc proteinu v ramci transkripto-translacniho cyklu. 1:
Po inicidlni neurondlIni aktivaci dochdzi k expresi Arc genu, 2: translaci Arc mRNA v tzv. hotspotech a 3:
ndsledné akumulaci Arc proteinii v mistech oznac¢ovanych jako hubs. 4: Nové syntetizované proteiny poskytuji
zpétnovazebné signdly, 5: které vedou k reaktivaci transkripce Arc genu. (6) mRNA je trasportovdno do hubs,
¢imZ je spustén druhy cyklus translace. Tento mechanismus umoZriuje zesileni synaptické odpovédi a

podporuje konsolidaci dlouhodobé paméti (Das et al., 2023).

Dalsim markerem mozkové aktivity je Egrl, také znamy jako Zif268. Tento transkripéni faktor je esencidlni
pro stabilizaci synaptické plasticity v dentatnim gyru hipokampu a hraje vyznamnou roli pfi konsolidaci a
rekonsolidaci paméti (Cheval et al., 2012). Kromé toho se Egrl ucastni regulace transkripcnich odpovédi
imunitnich bunék béhem zanétlivych reakci, a proto jej Ize vyuZit jako ukazatel zadvaznosti zanétlivych stavi
(Khan et al., 2019). Exprese Egrl je rychle indukovana v selektivnich mozkovych okruzich v reakci na specifické
formy uceni nebo vybaveni paméti, coZz podtrhuje jeho Ulohu v dlouhodobém uchovavani informaci. Jedna

ze studii na vyzkum strachové paméti pfi uceni a znovuvybaveni vzpominek porovndvala aktivaci LTP v oblasti
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CA1 a dentatniho gyru a popsala zvysenou vazbu transkripcnich faktor( Egrl a Egr3 na ERE (Egr response
element) na DNA, zatimco Egr2 tuto aktivitu nevykazoval. Studie naznacuje slozitou regula¢ni dynamiku, ktera
mUze byt v rlznych ¢astech hipokampu odlisna. Tato specificka regulace a interakce s dalSimi transkripénimi
faktory, jako je c-Fos, naznacuje, Ze Egrl nejen reguluje transkripci pfes ERE, ale také prostfednictvim jinych
DNA responsnich element(, coz prispiva k jeho komplexni roli v neuronalni plasticité a pamétovych procesech

(Cheval et al., 2012).

Markery mozkové aktivity, zejména ty ze skupiny IEGs jako c-Fos, Arc a Egrl, prfedstavuji zasadni komponenty
neuronalni odpovédi a regulace synaptické plasticity, ktera je klicova pro procesy uceni a paméti (Herdegen
and Zimmermann, 1995). Tyto geny a jejich proteinové produkty poskytuji cenny vhled do mechanisma, jimiz
mozek reaguje na rdzné podnéty a adaptuje se na né, coZz ma primy vyznam pro procesy dlouhodobé paméti
a uchovavani informaci (Barry et al., 2016). Vyzkum ukazuje, Ze jednotlivé IEGs mohou vykazovat specifické,
a Casto i regiondalné odlisné funkce napftic rlznymi oblastmi mozku, coZ podtrhuje jejich komplexni Glohu
v neuroplasticité. Porozuméni vzajemnym interakcim a regulacnim drahdam téchto genl je zasadni pro
objasnéni jejich ulohy v kognitivnich procesech a mlze prispét k identifikaci novych terapeutickych cill pro

|é€bu kognitivnich poruch (Das et al., 2023).

Zatim Zadna jednotlivd metoda nedokdzZe plné vystihnout absolutni komplexitu mozkové aktivity, nabizejici
komplementarni informace od funkénich zmén na drovni jednotlivych neuronl aZz po aktivitu celych
mozkovych okruhl. Kombinace rlGznych metod tak umoZnuje nejen prostorové a casové mapovani
neuronalni aktivity, ale i propojeni strukturalni a behaviordlni roviny. Tato strategie je vyuZita i v
experimentalni ¢asti této price, kde je méfena behaviordlni odpovéd, elektrickd aktivita a exprese
transkripcniho faktoru c-Fos, jako markeru neuronalni aktivace. Integrovany pristup tak zvysuje validitu
zjisténych vysledk( a prispiva k hlubSimu pochopeni uc¢inku NMDA antagonistll na mozkovou cinnost u

modelového organismu.

4.2 Elektrofyziologické metody

Elektrofyziologické metody slouZi k pfimému zaznamu elektrické aktivity mozku v redIném case a predstavuji
tak zdsadni pristup ke sledovani funkénich marker neurondlni ¢innosti. Na rozdil od histologickych metod
umoznuji elektrofyziologické metody kontinudlni sledovdni mozkové aktivity béhem spontdnniho chovani i

pfi expozici specifickym experimentalnim podminkam.

V ramci elektrofyziologickych pfistup( je dllezZité rozlisit invazivni a neinvazivni metody zdznamu. Nejcastéji
preferovanou volbou pro studium mozkové aktivity u lidi a vétSich zvitat je neinvazivni EEG. EEG odrazi
sumarni elektrickou aktivitu populace neurond v dané oblasti a tak je schopno zachytit rychlé elektrické

zmény mozku (Jiricek et al., 2021; Nakamura et al., 2020). Ackoli se EEG pouZiva i u hlodavc(, u mensich
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Zivocichll se mlzZe setkat s omezenimi kvlli ndrocné instalaci elektrod. Tento pristup vyZaduje specifické
Upravy a inovace, aby byl pfizplsoben mensim anatomickym strukturam, zajistujici presné a spolehlivé
zaznamy mozkové aktivity bez ruseni prirozeného chovani organismu (Lundt et al., 2016). Tato neinvazivni
forma metody je vSak omezena svou rozliSovaci schopnosti a hloubkou, do niZ dokdze zobrazovat mozkové

struktury, a jeji pouziti je zaroven nakladnéjsi.

V klasickych laboratornich experimentech, zejména na hlodavcich, je ¢asto vyuZivdno chirurgicky
implantované invazivni EEG. Tato metoda se vyuzZivd kvilli své presnosti a vysokému rozliSeni oproti
neinvazivhimu EEG (Martinez-Ramirez et al., 2022). Soucasny vyvoj technologii ale umozZnuje vyuZiti
neinvazivnich variant EEG, ¢i substituénich neinvazivnich metod, ¢im dal tim ¢astéji. Tato zména predstavuje
vyznamny krok vpred v oblasti neurologického vyzkumu a klinické praxe, jelikoz tyto metody nabizi méné rizik
a nepohodli pro testované subjekty, pficemz se stale snazi poskytovat presnd a spolehliva data potrebna pro

vyzkum (Ding et al., 2022; Topchiy et al., 2022).

Mezi elektrofyziologické markery mozkové aktivity lze zaradit také LFPs (local field potentials), které
zaznamenavaji zmény potencial(l v definovanych mozkovych oblastech a jejich fazové posuny mohou byt
robustni, konzistentni a prediktivni pro prostorovou orientaci. Diky témto vlastnostem mohou slouzit jako

spolehlivé markery neuronalni aktivity (Mock et al., 2019).

Vedle klasickych savcich modell se elektrofyziologické techniky ¢im dal castéji aplikuji také na modely s
unikatnimi senzorickymi schopnostmi, jako je G. petersii. Tento druh ryby je znam svou schopnosti aktivni
elektrosignalizace, kterou vyuZivd k prostorové orientaci a komunikaci (Horka et al.,, 2024).
Elektrofyziologické méfeni ma vtomto pfipadé zasadni vyznam, protoze umoznuje kontinudlni in vivo zaznam
EOD pomoci elektrod ponorenych do vodniho prostiedi, ¢imz je ziskan pfimy zaznam bez invazivniho zdsahu
do organismu. Tyto vyboje EOD, generované elektrocyty v ocasni ¢asti téla, slouzi nejen k elektrolokaci, ale i
k socidlni komunikaci a vykazuji specifické vzorce v zavislosti na behavioralnim kontextu jedince (Wullimann

and Grothe, 2013).

Elektrofyziologické metody, véetné EEG a EOD zaznamd, tak nabizeji unikatni moznost sledovat dynamické
zmény neuronalni aktivity. Jejich vyhoda spociva v mozZnosti pfimého a casové presného zachyceni odpovédi
mozku na vnéjsi podnéty, a to i u alternativnich modelovych organism, jako je G. petersii, s respektem k

principlim 3R.

4.3 Behavioralni metody

Zobrazovaci techniky jsou ¢asto kombinovany s behavioralnimi metodami, coz umoznuje hlubsi porozuméni
celkovému funkénimu stavu organismu v rliznych podminkach. Zatimco behavioralni pfistupy hodnoti vnéjsi

projevy neuronalni aktivity, zaroven poskytuji nedilny kontext pro interpretaci mozkové ¢innosti ve vztahu k
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interakci jedince s prostfedim. V pfipadé modelového organismu G. petersii, zndmého svym vysoce
specializovanym elektrokomunikaénim a elektronaviga¢nim systémem, je tato kombinace metod obzvlasté
pfinosna. Propojeni behavioralni analyzy prostfednictvim videodetekce s kontinudlnim zdznamem
elektrickych vybojli EOD umozniuje sledovat jak kvantitativni parametry pohybu, tak zmény ve vystupni
elektrické aktivité ve vztahu ke konkrétnimu senzorickému nebo socidlnimu kontextu (Langova et al., 2024).
Pomoci separace elektrickych signdld v redlném case je moziné sledovat, jak zmény ve vzorcich EOD
odpovidaji riznym behavioralnim staviim, naptiklad teritoridlnimu chovani nebo socidlni dominanci. Tyto
metody poskytuji ndhled nejen na zakladni behavioralni strategie, ale i na dynamiku mozkové regulace

komunikace ve sloZitéjsim socialnim kontextu (Chrtkova et al., 2025).

Ve srovnani s jinymi modelovymi druhy, jako je napfiklad Danio rerio, je vyhodou G. petersii moznost
neinvazivniho sledovani jak chovani, tak elektrické aktivity, ¢imZ predstavuje unikdtni model pro propojeni

behavioralnich a fyziologickych dat v redlném case.

5. Material a metody

G. petersii predstavuje patticnou vyzvu pro vybér vhodné metodiky v této praci. Jeho malé rozméry a
sladkovodni prostfedi vyrazné omezuji repertoar bézné pouzivanych standardnich metod. Z tohoto ddvodu
byla zvolena kombinace vice pfistupl, kterd umoziiuje komplexni pohled na aktivitu CNS. Primarné byla
pouzita histologicka in vitro zobrazovaci metoda mozkové aktivity vyuZivajici imunohistochemické barveni c-
Fos pozitivnich neuroni. Tato metoda byla doplnéna o behavioraini analyzu zamérenou na zmény v lokomoci.
Soucasné byla zaznamenavdna elektrickd aktivita EOD pomoci neinvazivni elektrofyziologické metody.
Kombinaci téchto pristupl Ize korelovat funkéni zmény na bunécné Urovni s projevy na uUrovni chovani a

elektrofyziologie.

5.1 Laboratorni zvifata a podminky chovu
Experimenty byly provedeny na dvaceti subadultnich jedincich ryby G. petersii, zakoupenych od

certifikovaného distributora Vivarium (Mélnik, Ceska republika). Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o ryby
nepochazejici z laboratorni inbredni linie, ale o geneticky heterogenni jedince (wild type), nelze zcela vyloudit
potencidlni vliv genetické variability na sledované parametry. Pohlavi jedincli nebylo urceno, jelikoz sexudlni
dimorfismus v chovéni a elektroaktivité se u tohoto druhu projevuje pouze kratce po sezéné destl v jejich
pfirozeném prostiedi (Landsman, 1993). Zvirata byla chovana ve skupinovych nadrZich o objemu 300 I,
vybavenych standardnimi prvky akvarijniho prostfedi, jako je substrat, Zivé rostliny a rGzné Ukryty, aby se co
nejvice pfriblizily pfirozenému prostredi a podpofily pfirozené chovani ryb. V prlibéhu experimentalniho
obdobi byla kazda ryba aklimatizovana po dobu nejméné 14 dni jednotlivé ve standardizacni nadrzi o objemu
125 | za ucelem ustéleni podminek. Kazda nadrz byla jasné oznacena, aby se predeslo zaméné jednotlivych

jedinc(. Tyto nadrze obsahovaly zakladni prvky akvarijniho prostredi, jako je substrat a jednoduché ukryty,
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avsak v mensim rozsahu nez chovné nadrze. Voda pouzita pro chovné, standardizacni i experimentdlni nadrze
pochdzela z vefejného vodovodniho fadu hl. m. Prahy a byla upravena pomoci systému reverzni osmdzy
zafizenim PROFIPLANTS RO 75 GPD, ¢imz byla dosaZena poZadovana vodivost (cca 300 uS) a optimalizovana

osmolarita, odpovidajici fyziologickym narokdm tropickych sladkovodnich ryb.

Teplota vody byla udrZzovana v rozmezi 24-26 °C a pravidelné monitorovana. Voda do standardizacnich a
experimentalnich nadrzi byla ¢erpana pfimo z chovného systému, ¢imz se minimalizoval stres z pfechodu do
nového prostredi. S ohledem na nocni aktivitu G. petersii byly svételné podminky pfizplsobeny tak, aby
simulovaly pfirozeny cirkadidanni rytmus. Fotoperioda byla nastavena na 12:12 hodin, pfi¢emz svételna faze
byla posunuta tak, aby odpovidala aktivni fazi ryb béhem experimentu. Ryby byly krmeny larvami pakomar
ad libitum. Eticky souhlas byl udélen Etickou komisi Univerzity Karlovy (reg. ¢. 19014/2019-MZE-18134,
MSMT €. 27367/2019) v souladu s Evropskou smérnici 2010/63/EU o ochrané zvifat pouzivanych pro védecké

ucely.

5.2 Design experimentu

Zvitata byla ndhodné rozdélena do dvou experimentalnich skupin (n = 10 zvifat ve skupiné). Kazda ryba byla
individualné pfenesena ze standardizacni 125 nddrZe do experimentdlni nadrze o rozmérech 60 x 40 x 30
cm, kterd byla naplnéna 30 litry vody do vysky hladiny 9 cm. Po presunu byla ponechana v klidu bez jakékoliv
stimulace po dobu 90 minut. Tento ¢asovy interval byl zvolen za i¢elem minimalizace vlivu akutniho stresu z

manipulace a adaptace na nové prostredi.

Osvétleni v mistnosti bylo upraveno tak, aby odpovidalo no¢ni aktivité druhu. Fotoperioda byla posunuta tak,
aby byly ryby béhem experimentu testovany v jejich aktivni fazi. Experiment probihal v no¢nich hodinach, ale
nad akvariem bylo pouzito cervené svétlo o intenzité 9 Ix, které neni timto druhem vnimano a neovliviiuje

chovani ryb, ale umoznuje kamerovy zaznam (Ciali et al., 1997).

Pfesun z chovné Presun do
do standardizaéni experimentalni ' Aplikace '
nadrze nadrze ketaminu Dekapitace
‘ O * AP~ ‘ 4 *
min 14 dni 90 min 105 min

Obrazek ¢. 8: Schéma experimentdlniho protokolu. Jedinec druhu G. petersii byl nejprve pfemistén z chovné
do standardizacni nddrZe, kde probihala aklimatizace po dobu minimdlné 14 dni. Ndsledné byl jedinec
presunut do experimentdlini nddrZe, kde setrval 90 minut pred aplikaci ketaminu. Po aplikaci byl ponechdn

dalsich 105 minut, poté byla provedena dekapitace za ucelem odbéru mozku.
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5.3 Farmakologicka expozice

U experimentalni skupiny byl do akvaria aplikovan ketamin (Narkamon) rozpustény ve vodé na cilovou
koncentraci 30 mg/l. Tato davka byla zvolena na zadkladé ¢lanku Riehl et al., 2011. Roztok byl do vody
distribuovan pomoci 150 ml vyplachovaci stfikacky a silikonové hadicky vedené pod hladinu vody, ¢imzZ byla
eliminovdna manipulace nad akvariem a minimalizovana stresova reakce. Kontrolni skupina byla vystavena

identickému postupu, avsak misto ketaminového roztoku byla aplikovana odpovidajici ddvka vody.

5.4 Behaviordlni testovani

Behavioralni aktivita ryb byla monitorovana pomoci kamery (near-infrared camera, IDS Imaging Development
Systems GmbH 1.3 MPx, Germany), ktera je vhodna pro nataceni ve tmé. Kamera byla umisténa 1 m nad
hladinou vody pfimo uprostfed nad experimentalni nddrzi. Nadrz byla kontinudlné snimana kamerou a
vysledny videozaznam byl nasledné upraven a rozdélen do tfi definovanych ¢asovych Useku. Tyto Useky jsou
v nasledujicich grafech zaznacdeny jako Pfed = zdznam 30 minut pred aplikaci testované latky, Béhem =
zaznam béhem aplikace a bezprostifedné 30 minut po aplikaci a Po = zaznam 30 minut nasledujicich po fazi
Béhem. Videozdznamy byly nasledné analyzovany softwarem LoliTrack (Loligo Systems). Vyhodnocovany byly
primarné nasledujici parametry, pricemz kazdy byl analyzovdn samostatné pro konkrétni 30minutovy

zaznam: celkové urazend draha (m), doba aktivity (%) a prGmérna rychlost.

5.5 Elektrosignalizace

Soucasné s chovanim byla paralelné zaznamenavana také elektricka aktivita EOD pomoci systému pro zdznam
elektrickych signal(l. Tento systému zahrnoval snimaci elektrody, analogovy zesilovac a zafizeni pro sbér dat.
Ctyfi chloridované stfibrné elektrody byly umistény po rozich a pata, referenéni, byla ve stfedu
experimentalni nadrze. Elektrody byly vidy 2 cm pod hladinou vody. Ziskany zaznam byl nasledné zpracovan
a Casové rozdélen do tfi definovanych uUsekl, odpovidajicich tém, které byly pouzity pro analyzu
videozdznamu. V grafech jsou tyto faze oznaceny stejné jako u videozdznamu: Pfed = zaznam 30 minut pred
aplikaci testované latky, BEhem = zdznam béhem aplikace a bezprostfedné 30 minut po aplikacia Po =zdznam
30 minut nasledujicich po fazi Béhem. Tyto ¢asové intervaly byly konzistentné pouZity pro vSechny subjekty
v rdmci experimentu a slouZily k porovndni ucinku ketaminu oproti kontrolni skupiné vystavené vodé.
Videozaznam a zaznam elektrické aktivity byly synchronizovany pomoci ¢asového spoustéciho signalu, ktery

inicioval oba zdznamy soucasné.

Zesileny signal byl digitalizovan pomoci systému NI DAQ (National Instruments, vzorkovaci frekvence 20 kHz)
s vzorkovaci frekvenci 50 000 vzork( za sekundu s 16bitovym rozliSenim. Data byla nasledné uloZena
softwarem pro akvizici dat a analyzovana v programu MATLAB (MathWorks). Signdly z elektrod byly
zpracovany s pouZitim toolboxu FieldTrip v programu MATLAB. Data byla nejprve filtrovana pomoci FIR filtru

s mezni frekvenci 200 Hz a nasledné rozdélena do casovych segmentll. Na tyto segmenty byl aplikovan
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algoritmus pro detekci EOD vybojli, ktery umoznil jejich kvantitativni vyhodnoceni. Parametry detekce
(minimalni vyska piku =2 5 mV, minimalni rozestup pik( 0,02 s, maximalni Sitka pika 0,001 s) byly zvoleny podle

drive publikovanych udaji o charakteristice EOD vyboj (Von Der Emde and Zelick, 1995).

5.6 Odbér mozkové tkané a histologicka priprava

Pfesné 105 minut po aplikaci ketaminu byla kazda ryba odlovena z experimentalniho akvaria, ihned umisténa
do nadoby s ledovou vodou za ucelem rychlé eutanasie a nasledné dekapitovana v souladu s etickymi

zasadami pro prdci se zviraty.

Mozek byl bezprostifedné po extrakci fixovan ve 4 % roztoku paraformaldehydu ve fosfatovém pufru PBS po
dobu 24 hodin pfi teploté 4 °C, za Ucelem zachovani morfologie a antigenni integrity struktury tkané. Po fixaci
byl mozek opakované promyt v PBS (pH 7.4), aby doslo k Uplnému odstranéni zbytkového fixacniho cinidla.
Nasledné byl mozek postupné nasycen sacharézovymi roztoky o rostouci koncentraci (10 %, 20 %, 30 % v

PBS), pro ucely kryoprotekce pfed zmrazenim.

Takto dehydratovany mozek byl vioZzen do formy s OCT médiem (Optimal Cutting Temperature, Sakura
Finetek), zarovnan v koronalni orientaci a kompletné zalit médiem. Nasledné byl rychle zmrazen na suchém

ledu a uloZen pfi —80 °C do doby dalsiho zpracovani.

Pted krajenim byly vzorky mozkové tkané temperovany v kryostatu Leica CM1950 pfi teploté —20 °C po dobu
minimalné 60 minut. Mozek byl poté sériové krajen v koronalni orientaci na fezy o tloustce 50 um pomoci
ocelovych &epeli vhodnych pro pouziti s OCT médiem. Cerstvé nafezané fezy byly bud okamzité preneseny
Stétcem do 0,1 M PBS (pH 7.4) a déle zpracovany dle imunohistochemického protokolu, nebo uloZeny do
0,1 M kryoprotektivniho média CPS (obsahujiciho glycerol a etylenglykol v PBS) a skladovany pti —20 °C pro

pozdéjsi analyzu.

5.7 Imunohistochemicka detekce a montaz vzork(

Imunohistochemicka detekce proteinu c-Fos byla provedena pomoci DAB metody (3,3'-diaminobenzidin),
jejiz detailni popis je uveden v nasledujici kapitole. Po dokonceni barveni byly fezy manudlné preneseny

Stétcem na objektova skli¢ka, ususeny pfi pokojové teploté a pfipraveny k trvalé montazi.

Montaz byla provedena pomoci montovaciho média Salakryl (Lakma), které bylo fedéno v poméru 9:1 se
xylenem. Pred aplikaci média byly vzorky dehydratovany v ethanolové fadé (70 %, 96 % a 100 % ethanolu,
kazdé po dobu 5 minut) a poté inkubovany ve xylenovém roztoku po dobu 3-5 minut. Nasledné byly okapané
vzorky zalepeny: na kazdy fez byly naneseny 3—4 kapky Salakrylu a pfiloZzeno kryci sklicko. Montaz byla
provedena v digestofri. Vzorky byly ponechany ve vodorovné poloze pti pokojové teploté a chranény pred

svétlem po dobu potfebnou k Uplnému zaschnuti média.
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5.7.1 Protokol I.

Rezy mozkové tkané byly zpracovany metodou volné plovoucich Fez(i. Pro detekci proteinu c-Fos byl pouZit
dvoudenni DAB protokol. Jako primarni protilatka byla pouzita mysi monoklonalni protilatka anti-c-Fos (E-8,
sc-166940, Santa Cruz), validovana pro pouZiti u ¢lovéka, mysi, potkana a Danio rerio. Sekundarni protilatkou
byla biotinylovana koriska anti-mysi 1gG protilatka (BA-2001, Vector Laboratories), uréena pro aplikace s

vyuzitim avidin/streptavidin znaceni.

Den1

Rezy byly vyjmuty z mrazéku a nejprve tiikrat promyty po 5 minutach v PBS, aby byly odstranény zbytky CPS.
Nasledné byly vzorky inkubovany po dobu 30 minut v roztoku obsahujicim 3,3 % H,0,, 10% methanol a PBS,
¢imz byla inhibovana endogenni peroxidazova aktivita za Ucelem snizeni nespecifického zabarveni. Po tfech
dalsich promytich v PBS byly fezy inkubovany po dobu 30 minut v PBS+ (PBS s pfidavkem detergentu a
blokujicich latek) za ucelem blokace nespecifickych vazeb protiladtek na tkanové proteiny. PBS+ obsahovalo
5% kozi sérum, 1,5% Triton X-100 a PBS. Poté byly pfes noc pfi 4 °C inkubovany s primarni protiladtkou (1° AB,

primary antibody) proti c-Fos zfedénou v PBS+, aby doslo ke specifické vazbé.
Den 2

Po tfech desetiminutovych promytich v PBS, jejichZ cilem bylo odstranit nenavazanou 1° AB, byly fezy
inkubovany po dobu dvou hodin pfi pokojové teploté s biotinylovanou sekundarni protilatkou (2° AB,
secondary antibody) v PBS+, ktera se vaze na 1° AB. Poté nasledovalo promyti pro odstranéni nenavazané 2°
AB a hodinova inkubace s ABC komplexem (avidin-biotin-peroxidaza) (VECTASTAIN, Elite, ABC-HRP Kit,

Standard, PK-6100). Tento komplex zajistuje zesileni signalu prostfednictvim enzymatické amplifikace.

Rezy byly nasledné tfikrat promyty v PBS k odstranéni zbytk( ABC komplexu a inkubovany po dobu 4 minut
v DAB roztoku, ktery byl pfipraven 15 minut pred pouZitim. H,0, bylo pfidano tésné pred aplikaci. DAB slouzi
jako substrat pro peroxidazu, ktera v pritomnosti H,0, katalyzuje vznik nerozpustného hnédého produktu,

lokalizujiciho c-Fos pozitivni neurony. Reakce byla zastavena rychlym promytim dvakrat v destilované vodé.

Na zavér byly fezy tfikrat promyty v PBS, pfeneseny na podlozni sklicka pomoci stétce a ponechdny uschnout
pfi pokojové teploté bez pfimého svétla. Po vyschnuti byla sklicka zamontovana pomoci Salakrylového média,
jehoZ postup byl jiz popsan na zacatku této kapitoly (5.6). Takto pfipravené preparaty byly uréeny pro

mikroskopickou analyzu.

V rdmci optimalizace protokolu byly testovany rlizné modifikace, véetné prodlouzené inkubace s primarni
protilatkou po dobu dvou noci, pouzZiti polovicni, tfetinové, dvojnasobné a trojnasobné koncentrace primarni

protilatky, opakované inkubace v PBS+, dale snizené (polovicni) a zvySené (dvojnasobné) koncentrace Tritonu
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v PBS+, a také rizné délky inkubace v DAB substratu (2, 3, 4, 5, 6, 7 a 8 minut). Na zakladé téchto uprav byla

metoda znaceni systematicky optimalizovdna za ucelem zlepseni kvality vysledk.

5.7.2 Protokol II.

V rdmci experimentu byl testovdn i alternativni DAB protokol dle ¢lanku Bell et al., 2005, ktery se liSil
predevsim v délce a poctu inkubaci. Oproti plivodnimu protokolu byl prodlouzen ¢as promyvani v PBS (4x10
minut misto 3x5 minut) a inkubace v PBS+ trvala 2 hodiny misto 30 minut. Inkubace s biotinylovanou 2° AB
byla prodlouzena na 4 hodiny pfi pokojové teploté, zatimco ABC komplex byl inkubovan prfes noc misto jedné
hodiny. Barveni v DAB roztoku bylo prodlouzeno na 30 minut, pfi¢emz H,0; bylo ptiddno az po 20 minutach
od zacatku inkubace. Cely proces trval tfi dny a mél za cil zvysit kvalitu detekce. Pro optimalizaci protokolu
byly testovany varianty zahrnujici prodlouZenou inkubaci s 1° AB na dvé noci, pouziti dvojité a trojité
koncentrace 1° AB a zkraceni doby barveni v DAB roztoku na 20 minut. Tyto zmény vsak nevedly ke zlepseni

kvality vysledka.

5.8 Mikroskopicka analyza

Zalepené vzorky byly analyzovany konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem Leica TCS SP8 X (Leica
Microsystems). JelikoZ se nejednalo o fluorescencni znaceni, mikroskop byl vyuZit v reZimu jasného pole

(brightfield mode) s digitalnim snimanim.

Analyza probihala pfi zvétSeni 10x, pticemz byla vyuzita funkce automatického skenovani a skladani (tile scan)
v internim softwaru systému. Nasledné byly potizeny také jednotlivé snimky bez skladani, a to pfi zvétseni
10x i 20%, za ucelem detailnéjsi dokumentace vybranych oblasti. Pfistup umoziujici skladani poskytl
komplexni zaznam celého fezu s vysokou prostorovou presnosti a zachovanim morfologickych detail(.
Obrazova data byla dale analyzovana v softwaru Fiji (Fiji Is Just Imagel, standardni distribuce). Obrazky byly
prevedeny do 8bitového formatu, byl nastaven prahovaci limit (threshold) a vyznaceny regiony zajmu (nELL
nebo ELL). Pomoci nastroje Analyze Particles byl uréen pocet detekovanych castic dle stanoveného rozsahu
velikosti a kruhovitosti v dané oblasti. Analyza byla provedena s parametry: velikost ¢astic 0-300 inch?,
kruhovitost 0.00—-1.00, vylouceni ¢astic zasahujicich do okraja snimku. Vysledny pocet ¢astic byl pouZit pro

kvantitativni porovnani mezi skupinami.

Pro analyzu bylo pouZito celkem 20 ryb, rozdélenych mezi kontrolni a experimentalni skupinu (n = 10 na
skupinu). U kazdé ryby bylo kvantitativné vyhodnoceno 6 koronalnich fezl z kazdé definované anatomické
struktury. Pocet detekovanych ¢astic z jednotlivych fezl byl zpriimérovan a vysledna hodnota za kazdé zvire
slouZila jako jednotka pro statistické zpracovani. Tyto primérné hodnoty byly nasledné pouzity k sestaveni

sloupcovych grafl a porovnani mezi skupinami.
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5.9 Statisticka analyza
Statistickd analyza kvantitativnich dat byla provedena v softwaru GraphPad Prism 10.4.1 (627). Hladina

statistické signifikance byla pfedem stanovena na a = 0,05. Vysledky jsou prezentovany jako skupinové

prameéry, pticemz chybové Usecky znazoriuji smérodatnou chybu priméru (SEM).

Pro imunohistochemicka data, kde byly k dispozici pouze dva parametry skupiny (zdsah a cas), byl pouzit
neparovy t-test. Behavioralni data a méreni EOD byla ziskdna opakované v ¢ase a v rliznych experimentalnich
podminkach, a proto byla analyzovana pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu (dvoucestné ANOVA) s

opakovanym mérenim, s faktory ¢as a zdsah.

Pfed provedenim téchto analyz byla u vSech datovych souborll (imunohistochemicka, behavioralni a
elektrofyziologicka data) testovana normalita rozdéleni pomoci Kolmogorov-Smirnovova testu. V pfipadech,
kdy nebyla podminka normality splnéna (konkrétné u dat z méfeni EOD), byla data logaritmicky

transformovdna pomoci pfirozeného logaritmu a ndsledné poutzita pro statistické vyhodnoceni.

6. Vysledky

V této kapitole jsou shrnuty vysledky experimentl zamérenych na ovéfeni vlivu NMDA receptorového
antagonisty ketaminu na mozkovou aktivitu, chovani a elektrosignalizaci u ryb G. petersii. Cilem bylo zjistit,
zda farmakologicka expozice ketaminem vyvola méfitelné zmény na Urovni behavioralnich projevd, elektrické
aktivity a exprese transkripéniho faktoru c-Fos, ktery slouzi jako marker neuronalni aktivace. Experimenty
zahrnovaly tfi hlavni vystupy: Imunohistochemickd analyza: detekce c-Fos exprese ve vybranych oblastech
mozku pomoci DAB znaceni a nasledna kvantifikace poctu ¢astic. Behavioralni testovani: posouzeni zmén v
lokomoci, rychlosti plavani a délce aktivniho pohybu po expozici ketaminem. Elektrosignalizace: sledovani

zmén v elektrickych vybojich EOD, charakteristickém projevu druhu G. petersii.

Ziskané vysledky jsou prezentovany postupné podle jednotlivych typl méreni a jsou doplnény grafickymi

vystupy, které usnadnuji jejich porovnani mezi kontrolni a experimentalni skupinou.

6.1 Imunohistochemie

Imunohistochemickd metoda znaceni c-Fos pomoci DAB byla Uspésné aplikovana na mozek ryby G. petersii.
V cilenych modelovych oblastech ELL a nELL nebyl zaznamenadn jasny specificky DAB-pozitivni signal, a to
navzdory jeho pozorovani pfi zavadéni metody, nicméné kvantitativni analyza poctu ¢astic byla v téchto
oblastech i presto provedena. Pocet detekovanych ¢dstic, odpovidajicich zadanému rozsahu velikosti a
kruhovitosti, byl analyzovan pomoci softwaru Fiji a nasledné pouZit pro srovnani mezi experimentalnimi

skupinami.
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Optimalizace imunohistochemické metodiky pro tento model se ukazala byt ¢asové i technicky naro¢na a
navzdory diléim dspéchim zlstdva znacné limitovana. Tyto limitace zdlraznuji potfebu dalsiho

metodologického vylepsovani a nezbytnost ovéreni vysledku.

c-Fos pozitivni bunky pri zavadéni metody

Obradzek €. 9: Reprezentativni fotografie fezii mozkem experimentdlini (E) ryby Cislo 31 G. petersii, kde jsou
patrné c-Fos pozitivni buriky. Fotografie jsou pofizeny konfokdlnim laserovym skenovacim mikroskopem Leica

po DAB imunohistochemickém barveni c-Fos proteinu se zvétSenim 20x.

Na transverzalnich fezech mozkem jedince G. petersii byly po obarveni hematoxylinem a eozinem
identifikovany jednotlivé mozkové oblasti. Jednotlivé fezy byly sefazeny a byl vytvoren orientacni atlas mozku
této ryby. Na obrazku €. 10 je vyznaceno pallium a ventralni oblasti. Na obrdzku ¢. 11 je posteriorni cast
mozku, zahrnujici ELL a nELL oblasti. Kazda oblast byla vymezena podle odlisné bunécné hustoty a organizace.
Tento orientacni atlas mozku mulze v budoucnu slouZit jako zakladni referenéni ramec pro presnéjsi
anatomickou orientaci u G. petersii, napfiklad pfi cileni neurofyziologickych experimentd, pti sledovani
aktivace specifickych oblasti pomoci marker(, nebo pfi srovnavacich studiich v rdmci vyvoje, plasticity a

funkéni organizace mozku mormyridnich ryb.
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Obrazek ¢. 10: Reprezentativni snimek z orientacniho atlasu mozku ryby G. petersii po barveni hematoxylinem
a eozinem. Na tomto konkrétnim transverzdlnim fezu byly histologicky odliseny hlavni subregiony telencefala.
Jasné patrné jsou jednotlivé ¢dsti pallia: dorzdlni (Dd), dorso-centrdlni (Dcd), dorso-medidini (Dm), dorso-
laterdlni (Dla, DIb) a dorso-centrdlni medidini oblast (Dcm). Ventrdlné byla vyznacena oblast Vm (ventro-
medidlni telencefalon). V oblasti mozecku je oznacena struktura Vam, odpovidajici valvule cerebelli. Snimek
byl pofizen konfokdlnim laserovym skenovacim mikroskopem Leica pfi zvétseni 10x, s vyuZitim funkce

automatického snimdni a skladadni (tile scan) v internim softwaru mikroskopického systému.

B oz oz

Obrdzek ¢. 11: Reprezentativni snimek korondiniho fezu posteriorni ¢dsti mozku ryby G. petersii po barveni
hematoxylinem a eozinem. Rez zahrnuje oblasti kiry elektrického laloku (ELL) a navazujicich zén

ventrolaterdini (VLZ), dorzolaterdini (DLZ) a medidini (MZ). Rez také zaznacuje pozici jddra elektrického laloku
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(nELL). Snimek byl porizen konfokdInim laserovym skenovacim mikroskopem Leica pfi zvétseni 10x, s vyuZitim

funkce automatického snimadni a sklddani (tile scan) v internim softwaru mikroskopického systému.

6.1.1 Pocet detekovanych castic

Pocet detekovanych ¢astic ve vybranych modelovych strukturach byl pouZit pro srovnani mezi kontrolni a
experimentalni skupinou. Vysledky ukazaly, Ze rozdil mezi skupinami nebyl statisticky vyznamny (neparovy t-
test, p > 0,05). Pocet detekovanych castic je vSak pravdépodobné hlavné generovany vlastnostmi DAB
metody, nastavenim prahovani a mozZnou interferenci s vlastnostmi mozkové tkané. Vysledky mohly byt
rovnéz ovlivnény individualnimi rozdily mezi jedinci, napfiklad velikosti mozku, ¢i faktem, Ze ryby pochdzely

z geneticky heterogenni linie.

R31K1 R38E8

*

C D

Obrazek ¢. 12: Reprezentativni fotografie Fezu mozkem kontrolni (K) ryby Cislo 31 (R) a experimentdini (E) ryby
Cislo 38 G. petersii. Fotka A a B zobrazuje oblast ELL se zvétSenim 5x, fotografie C a D zobrazuje oblast nELL

se zvétSenim 10x. ELL= elektrosenzoricky lalok postranni ¢dry (electrosensory lateral line lobe). nELL=jddro
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elektrosenzorického laloku postranni ¢dry (nukleus of electrosensory lateral line lobe). Fotografie je porizena
konfokdInim laserovym skenovacim mikroskopem Leica po DAB imunohistochemickém barveni c-Fos

proteinu.
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Graf. 1: Grafy zndzornuji primérné hodnoty poctu detekovanych cdstic dle stanoveného rozsahu velikosti a
kruhovitosti u kontrolni skupiny (K), které byla poddna voda a experimentdlini skupiny (E), které byl poddn
ketamin. Zobrazené hodnoty predstavuji priméry vZdy ze Sesti rfezi na zvite (n = 10 na skupinu). Graf A
zndzorfiuje hodnoty pro oblast ELL, graf B hodnoty pro oblast nELL. Obé skupiny vykazuji srovnatelnou uroven
signdlu v obou oblastech, pficemz experimentdlni skupina nevykazuje statisticky vyznamné zvyseni €i snizeni

ve srovndni s kontrolou. Sloupce reprezentuji primér + SEM.

6.2 Behavioralni testovani

Behavioralni testovani bylo kvantitativné sledovano v rdmci tfi casovych Usek(: 30 minut pfed podanim latky
(Pfed), béhem aplikace a bezprostfedné 30 minut po ni (Béhem) a nasledné dalSich 30 minut po Useku Béhem
(Po). Analyzovéany byly tfi hlavni behavioralni parametry: uplavana vzdalenost, priimérna rychlost pohybu a

doba aktivity.
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Uplavana vzdalenost (m)

Dvoucestna ANOVA s opakovanym mérenim prokdazala statisticky vyznamny efekt jak samotného ketaminu
(F(1,18) = 4,596; P = 0,0460), tak ¢asového faktoru (F(2,36) = 5,224; P = 0,0102), véetné jejich interakce
(F(2,36) = 14,95; P < 0,0001). Ve skupiné s aplikovanym ketaminem doslo k vyraznému narUstu uplavané
vzdalenosti po podani latky (P = 0,0002) v porovnani s kontrolni skupinou. Zaznamenan byl také postupny
narust uplavané vzdalenosti napfi¢ jednotlivymi ¢asovymi Useky (Pfed vs. BEhem: P = 0,0281; Pfed vs. Po: P

< 0,0001; Béhem vs. Po: P = 0,0046).
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Graf ¢. 2: Graf zndzorhiuje vliv aplikace podané ldtky a ¢asu na uplavanou vzddlenost v metrech. K skupina
reprezentuje kontrolni skupinu ryb, kterym byla poddna voda (n=10). E skupina reprezentuje experimentdlni
skupinu ryb, kterym byl poddn ketamin (n=10). Oznaceni Pred = zdznam 30 minut pred aplikaci testované
latky;, Béhem = zdznam béhem aplikace a bezprostfedné 30 minut po aplikaci; Po = zdznam 30 minut
ndsledujicich po fazi Behem. Vysledky naznacuji, Ze aplikace ketaminu vedla k postupnému ndristu motorické
aktivity, s nejvyssi uplavanou vzddlenosti po jeho podani. (* ,P < 0,05), (**, P <0,01), (*** P <0,001), (****
P <0,0001).
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Prdmérna rychlost (m/h)

Také v pripadé primérné rychlosti pohybu byly zjistény statisticky vyznamné efekty faktoru ketaminu (F(1,18)
=5,750; P =0,0275), ¢asu (F(2,36) = 4,433; P =0,0190) i jejich interakce (F(2,36) = 10,02; P = 0,0003). Ryby ve
skupiné s ketaminem vykazovaly signifikantné vyssi rychlost pohybu jak béhem aplikace (P = 0,0469), tak
zejména po ni (P = 0,0002). Rychlost se u téchto jedinca zvysila jak v porovnani s Usekem Pred (P < 0,0001),

tak i vici fazi Béhem (P = 0,0130).
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Graf ¢. 3: Graf zndzorniuje vliv aplikace podané Ilatky a casu na priimérnou rychlost pohybu v metrech za
hodinu. K skupina reprezentuje kontrolni skupinu ryb, kterym byla poddna voda (n=10). E skupina reprezentuje
experimentadlni skupinu ryb, kterym byl poddn ketamin (n=10). Oznaceni Pred = zdznam 30 minut pred aplikaci
testované ldatky; Béhem = zdznam béhem aplikace a bezprostfedné 30 minut po aplikaci; Po = zdznam 30
minut ndsledujicich po fazi BEhem. Tyto vysledky ukazuji, Ze aplikace ketaminu vedla k postupnému nadristu

primérné rychlosti pohybu. (* ,P < 0,05), (**, P<0,01), (*** P <0,001), (**** P <0,0001).
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Doba aktivity (%)

Poslednim hodnocenym parametrem v behaviordlnich testech byla procentualni doba aktivity z konkrétniho
30minutového zdznamu z nahrdvani. Statistickd analyza prokdzala vyznamnou interakci mezi ¢asovym
faktorem a aplikaci latky (F(2,36) = 8,625; P = 0,0009). Ve skupiné s podanim ketaminu doslo k vyraznému
prodlouzeni aktivniho obdobi po aplikaci latky oproti kontrolni skupiné (P = 0,0199). V rdmci této skupiny byl
navic zaznamenan signifikantni narudst aktivity ve fazi Po ve srovnani s Pfed (P = 0,0011), zatimco u kontrolni

skupiny se aktivita v ¢ase neménila.
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Graf ¢.4: Graf zndzornuje viiv aplikace podané ldtky a ¢asu na procentudini dobu aktivity z konkrétniho
30minutového zdznamu z nahrdvdni. K skupina reprezentuje kontrolni skupinu ryb, kterym byla poddna voda
(n=10). E skupina reprezentuje experimentdlini skupinu ryb, kterym byl poddn ketamin (n=10). Oznaceni Pred
=zdznam 30 minut pred aplikaci testované Iatky; Béhem = zdznam béhem aplikace a bezprostredné 30 minut
po aplikaci; Po = zdznam 30 minut ndsledujicich po fazi Béhem. Tyto vysledky ukazuji, Ze ketamin prodlouZil

aktivni dobu ryb zejména po aplikaci. (* ,P < 0,05), (**, P < 0,01)

6.3 Elektrosignalizace

V rdmci sledovani elektrické aktivity ryb byl analyzovan pocet vyboji EOD ve tfech ¢asovych intervalech,
stejnych jako u behaviordlniho testovani: 30 minut prfed podanim latky (Pred), béhem aplikace a
bezprostfedné 30 minut po ni (Béhem) a nasledné dalsich 30 minut po Useku Béhem (Po). Grafické
vyhodnoceni poctu EOD ukazuje, Ze elektrosignalizacni aktivita zlstala v prlbéhu experimentu relativné

stabilni. Dvoucestnd ANOVA s opakovanym mérenim neprokazala statisticky vyznamny vliv faktoru latky
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(F(1,16) =1,877; P = 0,1896), Casu (F(2,32) = 1,364; P = 0,2700), ani interakce mezi témito faktory (F(2,32) =
0,1793; P =0,8367).

Tyto vysledky naznacuji, Ze aplikace ketaminu v tomto experimentu neméla méritelny efekt na pocet EOD.

Elektrosignalni chovani ryb tedy zlstalo i po expozici farmakologickému zasahu zachovano.
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Graf ¢.5: Graf zndzorriuje vliv aplikace podané Idtky a casu na pocet elektrosigndlnich vyboji EOD ve tiech
¢asovych usecich. K skupina reprezentuje kontrolni skupinu ryb, kterym byla poddna voda (n = 10). E skupina
reprezentuje experimentdlini skupinu ryb, kterym byl poddn ketamin (n = 10). Oznaceni Pred = zdznam 30
minut pred aplikaci testované Ildtky; Béhem = zdznam béhem aplikace a bezprostfedné 30 minut po aplikaci;
Po = zdznam 30 minut ndsledujicich po fdzi Béhem. Tyto vysledky ukazuji, Ze aplikace ketaminu v tomto

experimentu pravdépodobné neméla vliv na elektrosignalizacni aktivitu ryb.

7. Diskuse

Tato diplomova prace se zameéfila na zkoumani mozkové aktivity ryby G. petersii v reakci na NMDA
antagonistu ketamin, ktery je vyuZivan jako modelova latka pro indukci stavl podobnych schizofrenii. Byly
hodnoceny ucinky ketaminu na neuronalni aktivaci, chovani a elektrickou aktivitu tohoto druhu, jenz je

zndmy svou rozvinutou socialni inteligenci a schopnosti generovat bioelektrické signaly (Sukhum et al., 2016).

Zasadni soucasti této prace bylo zavedeni metody imunohistochemické detekce c-Fos proteinu, jakozto
markeru neurondlni aktivace. V ramci optimalizace metodiky byly testovany rlzné varianty protokold,

zahrnujici odliSné typy primarnich protilatek, jejich koncentrace, délky inkubaci i sloZzeni pufri a promyvacich
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roztok(. BEhem optimalizace byla rovnéz vyzkousena variabilni inkubace v DAB roztoku, ¢imz byla postupné
ladéna sensitivita znaceni. Primarni protilatka, ktera byla zvolena pro finalni testovani, byla vybrana na
zakladé dostupné literatury, ve které byla Uspésné pouZita u jiného rybiho modelu, Danio rerio (Flores-Prieto
etal., 2024; Ozdemir et al., 2018). Tato optimalizace vedla k vytvoFeni pouzitelného protokolu, ktery je mozné

dale vyuzivat pfi dalSich studiich na tomto modelu.

Modelové oblasti mozku ELL a nELL byly zvoleny jako cilové struktury analyzy pfedevsim na zakladé jejich
specifického zapojeni do elektrorecepéniho systému. Zatimco oblast ELL zpracovava aferentni vstupy z
mormyromastovych a ampularnich elektroreceptord, nELL slouZi jako primarni integracni centrum pro
signaly z knollenorgdand, které jsou specializované na detekci casovych aspektl elektrickych signdld, zejména
v kontextu elektrokomunikace mezi jedinci. Mormyromasty slouzi k aktivni elektrolokaci, tedy k detekci
vlastnich elektrickych wvybojl, zatimco ampularni receptory umoZnuji detekci elektrickych signalt
generovanych jinymi organismy nebo objekty v prostiedi (Bell et al., 1989; Wullimann and Grothe, 2013).
Tato anatomickd a funkéni segregace receptorovych systémi cini tyto oblasti idedlnimi kandidaty pro

sledovani zmén neuronalni aktivity v reakci na farmakologickou manipulaci.

Obzvlasté ELL je vyznamna diky své vyrazné casové zavislé synaptické plasticité STDP (spike-timing dependent
plasticity), ktera umoznuje adaptivni filtraci sebereflexnich signal(. Oblast nELL dale navazuje jako integracni
centrum smérem k vy$sim mozkovym strukturdm a podili se na dalsim zpracovani elektrokomunikaénich
informaci (Bell et al., 2005; Demski, 2013; Fechner et al., 2018; Williams et al., 2003; Wullimann and Grothe,
2013). Z téchto dlvodl byly obé oblasti vybrany pro detekci c-Fos znaceni souvisejiciho s pripadnymi
elektrosignalizacnimi zménami vyvolanymi aplikaci ketaminu. Navzdory dlkladné optimalizaci se vsak v
téchto oblastech nepodafilo detekovat protein c-Fos tak zfetelné, jako pti zavadéni metody. Z tohoto dlivodu
byla kvantifikace provedena jako pocet detekovanych ¢astic na danou strukturu, coz lépe odrazi celkovou

miru signalu nez tradi¢ni pocitani bunék.

Nizka detekce c-Fos pozitivnich bunék v oblastech ELL a nELL mlZe mit nékolik moznych vysvétleni. Na
biologické Urovni je mozZné, Ze aktivita vyvolana ketaminem se soustfedila do jinych mozkovych struktur,
zejména telencefalického pallia. Pallium telencefala je v této souvislosti povaZovano za duleZitou oblast,
jelikoZ hraje zasadni roli pti zpracovavani emoci, motivace a komplexniho chovani (Wullimann and Grothe,
2013). Tato oblast je zndma svou Ulohou pfi zpracovani socialnich, stresovych i senzorickych podnétd, coz
bylo prokazano v predchozich studiich (Demski, 2013; Prechtl et al., 1998; Uceda et al., 2015; Wullimann and
Grothe, 2013). Na zakladé téchto informaci je velice pravdépodobné, Ze k aktivaci doslo pravé v téchto
telencefalickych oblastech, které ale v této praci nebyly analyzovany. Nasledujicim moznym ovliviiujicim
faktorem je pritomnost biologické variability mezi jednotlivymi jedinci. Ryby pouZité v experimentu pochazely

z geneticky nehomogenni tzv. wild-type populace, nikoliv z laboratorni inbredni linie. Tato geneticka diverzita
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mohla mit vliv na vice Urovnich, od variability ve velikosti mozku a rychlosti metabolismu az po individualni
rozdily ve farmakodynamické a farmakokinetické odpovédi na podanou latku. DalSim limitujicim faktorem
byla neznalost pfesného stafi jedincd, ktera je u nelaboratornich ryb obtizné zjistitelna. To mohlo ovlivnit
miru neurondlni aktivace zachycené pomoci c-Fos znaceni, kdy rozdily ve fyziologickém stavu mohly prekryt

efekt samotného ketaminu.

Mimo biologickych vysvétleni je hlavné nutné zvazit metodickda omezeni, kterd mohla vést ke snizeni
detekovatelného signalu. Hlavnim limitem je relativné nizka citlivost DAB metody, ktera je vhodna pro
vyraznou c-Fos expresi, ale nemusi zachytit mirné nebo lokalizované zmény. Dale je zde moZnost, Ze
komercné dostupna primarni protilatka nerozpoznava natolik efektivné c-Fos epitop u G. petersii kvili
druhovym odlisSnostem v aminokyselinové sekvenci. Také nacasovani odbéru mozkové tkané (105 minut po
aplikaci ketaminu) mohlo byt mimo vrchol exprese c-Fos, v zavislosti na typu mozkové struktury, nebo mohlo

byt nevhodné nacasovano samotné fixovani mozku.

Dalsimi faktory mohou byt specifické vlastnosti riznych oblasti mozkové tkané ryby, jako napf. struktura,
hustota nebo propustnost pro ¢inidla, které mlzou ovlivnit difuzi protilatek nebo DAB cinidla. Kromé toho
muzZe vysledky ovlivnit zbytkova endogenni peroxidazova aktivita, kterd zvySuje pozadi a sniZuje kontrast
znaceni. Technické limity mohou dale spocivat v analytickém zpracovani, napf. v nastaveni prahové hodnoty

(threshold) v softwaru Fiji, coZ dale ovliviiuje citlivost a pfesnost kvantifikace signalu.

PfestoZe nedoslo k jasné detekci c-Fos proteinu v cilenych modelovych oblastech, tato prace Uspésné
demonstrovala technickou aplikovatelnost imunohistochemické metody pro tento druh a zaroven upozornila
na fadu aspektl vyzadujicich dalsi validaci. Do budoucna by bylo vhodné zvazit vyuziti fluorescenc¢nich metod
s vySsi senzitivitou, ovéreni sekvence epitopu c-Fos u G. petersii, pfipadné vyvoj druhové specifickych
protilatek. DalsSi experimenty by se mély zaméfit na zpresnéni parametr( protokolu, jako je napfiklad délka
expozice v DAB roztoku, nacasovani odbéru tkané ¢i optimalizace fixacnich a zpracovacich postup(.
Vytvoreny protokol pfitom slouzi jako pevny zdklad pro budouci vyzkum zaméreny na zvyseni senzitivity a

presnosti detekce neuronalni aktivace.

Pozorované zmény v behaviordlnich parametrech po aplikaci ketaminu potvrzuji, Ze NMDA antagonista
vyznamné ovliviuje aktivitu ryb G. petersii. Ketamin u tohoto druhu vedl k signifikantnimu zvyseni
behavioralni aktivity, coZ odpovida vysledkim studii provadénych na jinych Zivocisnych modelech, kde
hyperaktivita predstavuje validni analogii pozitivnich symptom{ schizofrenie (Langova et al., 2023; Morales
and Spear, 2014; Qin et al., 2021; Spark et al., 2024; Vinnakota et al., 2024; Xu et al., 2020). ZvySena aktivita
mUZe byt interpretovana jako dlsledek disinhibice dopaminergnich drah po blokadé NMDA receptord na

GABAergnich interneuronech v prefrontdlnich oblastech. Tento mechanismus vede ke zvySenému uvolfiovani
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dopaminu v mezolimbickém systému, pfedevsim v oblasti nucleus accumbens, coZ bylo opakované spojovano

s hyperlokomoci u zvitat po expozici ketaminu (Irifune et al., 1991; Xu et al., 2020).

V ramci experimentu byla kontinudlné zaznamendavdna elektricka aktivita EOD, kterd jsou hlavnim vystupem
elektrokomunika¢niho a senzomotorického systému u tohoto druhu. EOD predstavuje nejen prostfedek
elektropercepce, ale i socialni komunikace, pficemz jejich frekvence a rytmus jsou ovliviiovany behavioralnim
kontextem a vnéjsim prostifedim (Babineau et al., 2006; Hofmann et al., 2013). Navzdory ocekavani nebyly
pozorovany signifikantni zmény v elektrické aktivité EOD mezi skupinami. V této praci byla pouzita
koncentrace ketaminu 30 mg/I, ktera vSak nemusela byt dostate¢nd k vyvolani signifikantnich zmén v EOD
frekvenci. Tato mozZnost byla zvaZzovana, mimo jiné, hlavné na zakladé vysledk( z ¢lanku Langova et al., 2023,
ktery prokazal signifikantni snizeni EOD pfi vyssi koncentraci 40 mg/I. Dal$im ovliviiujicim faktorem mohla byt

i vysoka interindividualni variabilita mezi jednotlivymi rybami.

Dalsim dlvodem absence signifikantniho rozdilu mlze byt homeostatickad stabilita EOD frekvence, ktera
nemusi Uzce korelovat s mirou pohybové aktivity. Zatimco u sav¢ich model( je ¢asto pozorovana pfima vazba
mezi neuronalni excitaci a vystupem motorickych nebo senzorickych systémd, u elektrokomunikujicich ryb je
regulace EOD vyboji komplexnéjsi. EOD frekvence je modulovana nejen motorickymi, ale i senzorickymi,
hormondalnimi a socidlnimi vstupy (Hofmann et al., 2013; Landsman, 1993). Pokud ketamin ovlivnil primarné
motorické chovani, nemuselo se to nutné projevit zménou v elektrické aktivité, coz by mohlo naznacovat
¢astecnou disociaci mezi témito systémy. V neposledni fadé je tfeba vzit v Uvahu vysokou biologickou

variabilitu mezi jednotlivymi rybami, coz zvysuje rozptyl dat a tim sniZuje silu statistickych testa.

Zavérem lze tedy fici, Ze i kdyZz chovani bylo ketaminem signifikantné ovlivnéno, jeho vliv na elektrickou
aktivitu se v rdmci pouZité metodiky neprojevil jako statisticky vyznamny. Pro budouci vyzkum by bylo vhodné
preciznéji stanovit davku a doplnit analyzu o kvalitativni parametry EOD, jako je amplituda, tvar signalu, nebo

elektrolokacni manévry, pfipadné korelovat EOD vyboje s trajektorii pohybu z videozaznamu.

Ziskana data podporuji teorii, Ze NMDA receptory hraji klicovou roli v regulaci neuronalni aktivity, ktera mize
byt narusena pti psychotickych stavech. Vysledky této prace tak pfispivaji k lepSimu pochopeni mechanismi
schizofrenie a zaroven zdlrazhuji vyznam G. petersii jako modelového organismu pro neurobiologicky

vyzkum.

8. Zaveér
Tato diplomova prace se zaméfila na zhodnoceni G¢ink( ketaminu, nekompetitivniho antagonisty NMDA
receptorl, na neuronalni aktivitu, behavioralni projevy a elektrickou aktivitu ryb druhu G. petersii. Hlavnim
cilem bylo ovérit validitu tohoto modelového organismu pro studium neurobiologickych mechanism( ve

vztahu k modelaci symptom{ schizofrenie.
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V experimentalni ¢asti byly sledovany zmény v chovani, elektrické aktivité a neuronalni aktivaci pomoci
imunohistochemického znaceni proteinu c-Fos, jehoZ detekce byla u tohoto druhu provedena viibec poprvé.
Prestoze nebyl v cilenych oblastech pozorovan jasny specificky signal, zavedeni metody bylo technicky
Uspésné. V rdmci prace byl rovnéz vytvoren zakladni atlas mozkovych struktur, ktery vyrazné napomohl

orientaci pfi analyze a predstavuje dileZitou pomcku pro dalsi vyzkum.

Vysledky ukazaly, Ze aplikace ketaminu vedla k signifikantnimu zvySeni lokomotorické aktivity, coz podporuje
vyuzitelnost G. petersii pro modelaci pozitivnich schizofrenii podobnych symptomu. Naproti tomu u

elektrické aktivity EOD zde nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily.

Tato prace poskytuje dilezity metodicky zadklad nejen pro budouci studie zamérené na glutamatergni
signalizaci, ale také ukazuje potencidl druhu G. petersii jako alternativniho modelového organismu v
experimentalni neurobiologii. Jeho vyuZiti mlzZe pfispét k hlubSimu porozuméni neuronalni plasticity,
senzorickému zpracovani i farmakologické modulaci nervové aktivity, coz je relevantni nejen pro zakladni
vyzkum, ale také pro vyvoj novych strategii v psychiatrii, neuropsychofarmakologii a mediciné. Identifikované
metodické limity zaroven naznacuji smér dalsi optimalizace, pficemz vytvoreny protokol muze slouZit jako

vychozi rdmec pro zptesnéni detekénich metod a dalsi rozvoj experimentalni neuropsychofarmakologie.
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