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Abstrakt

Prostorova a Casova slozka kognice tvofi dvé neoddélitelné entity, nebot pfi pohybu
v prostoru se také zaroven vidy pohybujeme v Case. AvSak prostorova orientace je narozdil
od intervalového ¢asovani mnohem lépe prozkoumana. Percepce ¢asu je pro preZiti jedince
rovnéz nesmirné dllezitd a velmi pravdépodobné s percepci prostoru ridznymi zplsoby
interaguje. | pfesto se na toto téma zaméruje jen velmi malo praci a proto bylo nasim cilem
vyvinout a otestovat ulohu, ktera by vyZadovala pouZiti obou téchto slozek a interakce mezi

nimi.

Tato nova verze ulohy AAPA byla testovana na aparature jménem Kolotocové bludisté,
na které se obvykle testuje pouze prostorova orientace potkan(. Oproti normalni varianté
zde byli potkani postupné uceni na reseni ulohy za tmy, kdy prfedpokladame, Ze musi vice
pouzivat Casovou strategii, spiSe nez samotnou prostorovou orientaci jako je tomu za svétla.
V dalsi fazi nasledovala farmakologicka studie s latkami, u kterych se pfedpokladalo naruseni
systému pro intervalové ¢asovani. Prokazalo se pouziti odliSnych strategii za svétla a za tmy,
pricemz vykon za svétla zavisi prevazné na prostorové orientaci, narozdil od usekd za tmy,
kdy je zvife vice zavislé na ¢asové komponenté. Aplikace latek v hlavnim pokusu neméla vliv
na schopnost potkan( v obou castech, coZz mohl zplsobit sloZity design experimentu ci

nevhodné zvolena davka.
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Abstract

Time and spatial information are always two inseparable entities because if anyone
moves in space it also moves in time. However, spatial orientation is much more investigated
than interval timing. Time perception is for survival of the individual also very important and
it probably works together with spatial perception. Despite this, only a few researches have
been focused on this topic and therefore we aimed on evolving a new task which would test

use of both of these informations and interaction between them.

This new version of AAPA task was tested on Carousel Maze where we usually test only
spatial orientation and memory. However, we added also a timing part to our version of the
task because we assume that in this task when we turn off the light the rats have to use
more interval timing than spatial information. Next part of the task included application of
drugs which should compromise timing strategies. We have demonstrated use of different
strategies when animals are in darkness and light whereby parts in light depend on spatial
orientation and parts in darkness depend more on timing strategies. The drugs didn’t disrupt
rat’s abilities which can be caused by very complex design or by inappropriately chosen

doses.
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2 Seznam zkratek

AAPA - aktivni alothetické vyhybdani se mistu

AMPT - Alpha-methyl-p-tyrosine

ANOVA - Analyza rozptylu

CA - Cornu Amonis

GLM - Zobecnény linedrni model

L-DOPA - L-3,4-dihydroxyphenylalanine

MSN - striatdlni ostnaté neurony

NMDA -N-methyl-D-asparagova kyselina

PFC- prefrontdlni klira

Pl - peak interval

SBF - striatal beat frequency

SET- scalar expectancy theory

THC- delta-9-tetrahydrocannabinol



3 Uvod

Systém pro orientaci v prostoru tvofi dlileZitou slozku stejné jako systém pro vnimani
Casu. Jedinec se nemlzZe pohybovat v prostoru, aniz by se zaroven nepohyboval i v ¢ase.
Hlavni oblasti, diky které vnimame intervaly v rdmci sekund az desitek sekund je striatum a
prefrontalni klra. Kromé nich jsou v posledni dobé predmétem zajmu hipokampalni ,time
cells” a jejich uloha v sekvenénim ¢asovani. Hipokampus tvofi centrum prostorové orientace
a episodické paméti a proto je objev téchto neuronl zajimavym rozsifenim moznych funkci
této casti mozku. Pyramidalni neurony této oblasti mohou reagovat budto na ¢as samotny,
nékteré reaguji na ¢asovou i prostorovou informaci zaroven a posledni typ tvofi neurony
aktivujici se pouze pfi pohybu v prostoru, coz jsou jiz dlouho zndme ,place cells”.
Hipokampus je tedy klicovy pro sjednoceni informace ,,co”, ,kde” a ,kdy“ a pro ndsledné

ukladani téchto vzpominek do dlouhobé paméti v jinych oblastech (Tulving, 1983).

4 Literarni prehled

4.1 Hipokampus, pamét a prostorova orientace

V proménlivém prostredi, které tvofi okolni svét, musi pro své preiZiti byt kazdy
ZivoCich schopny tvofit a uklddat vzpominky, které se tykaji jak samotné uddlosti, tak
informace o tom, kdy a kde se dana udalost stala. Tyto vzpominky pak musi byt schopny
vyhodnocovat a nasledné s nimi dale pracovat. Oblasti, kterd integraci téchto informaci
zajistuje, je pravé hipokampus.

Jeden z prvnich dlleZitych objevi vychazi ze studii Scovilleho a Milnerové (1957).
Tykala se pacientl s bilaterdlni resekci celniho laloku, u kterych bylo jednim z nasledku
operace vytvoreni anterogradni amnézie, tedy neschopnosti dlouhodobé si zapomatovat
nové ziskané vzpominky. Toto zjisténi bylo v rozporu s dosavadnimi teoriemi, nebot
hipokampus byl obecné bran jako oblast, kde se vzpominky skladuji, nikoliv tvofi. Od tohoto
objevu probéhl nespocet dalSich pokust a pozorovani, kterd byla provadéna zpocatku hlavné
na pacientech, u kterych byla odebrana tato ¢ast mozku, a objasnila se tak diky tomu i jeho
role v emocnich procesecech, kde je jeho funkci porovndvat pfijaté smyslové informace s

nauc¢enymi modely a napomahat pak modulaci nasledné reakce (Cahill and McGaugh, 1998).



Znacnou pozornost si ziskala také dalsi z téchto studii a to pohled na hipokampus jako na
oblast tvorby vlastnich prostorovych map (O’Keefe and Dostrovsky, 1978), kterd navazovala
na drivéjsi studii sledujici aktivitu neuron hipokampu u volné se pohybujicich potkant
(O’Keefe and Nadel, 1971). Kromé téchto praci, které prokdazaly jak jeho zapojeni v
pamétovych procesech, tak v prostorové orientaci, urcité stoji za zminku jesté studie
nejnové;jsi, které se vénuji hipokampu a schopnosti jeho neuronl reprezentovat casové

useky (Pastalkova et al., 2008; Eichenbaum, 2014 a jiné).

4.1.1 Anatomie a zapojeni

Za svUj nazev hipokampus vdécéi morskému konikovi (latinsky hippocampus) jehoz u
lidi svym tvarem pfipomind. U potkana poméroveé zabira vétsi ¢ast mozku nez u lidi, lisi se
také tvarem ¢i umisténim svych oblasti. Hipokampus, ktery vyvojové tvofi jednu z nejstarsich
¢asti mozku, anatomicky leZzi pod neocortexem a tvofi ¢ast limbického systému spolu
s cinguldarnim zavitem, septem a amygdalou. Anatomicky se da rozdélit na Ammonuv roh
(Cornu Ammonis, CA), ktery se dale déli na oblasti CA1 az CA3 a dentatni gyrus (Duvernoy,
2005) (obr. 1). Tyto CA oblasti se liSi hlavné charakteristikou neuronli a propojenim
s okolnimi oblastmi. Dale také dohromady se subikulem, gyrem dentatem a entorhindlni
oblasti utvari hipokampalni formaci. Entorhinalni kira je zde hlavnim zdrojem korovych
informaci z ostatnich oblasti (frontalni, tempordlni a parietalni laloky spolu s retrosplenialni
klGrou) jdoucich dale do hipokampu (Witter, 1993). Ten md usporadani laminarni struktury a
je tvoren ctyrmi vrstvami, kde kazda z nich obsahuje jiny typ pyramidalnich neurond, mezi
které mimo jiné patfi tzv. mistové neurony (place cells) ¢i ¢asové neurony (time cells). Oproti

tomu pfilehly gyrus dentatus a subikulum jsou struktury tfivrstevné.



rs

| Sub ®- CAZ
N i i
g
m -
x |
bl w
Para » 1
1 DG CA3

Obr 1. Horizontalni fezy hipokampalni formace u potkana. (A) Hipokampalni formace. (B) Schéma
hipokampalni formace vyznacujici ¢asti, vrstvy a drahy. ag — angulare bundle, al- alveus, CA1- CA1
oblast Ammonova rohu, CA2 —CA2 oblast Ammonova rohu, CA3- CA3 oblast Ammonova rohu, DG-
gyrus dentatus, EC-entorhinalni kara, fi — fimbria, glc — granularni vrstva gyru dentatu, hf —
hipokampalni fisure, ml — molekularni vrstva gyru dentatu, para — parasubikulum, pcl — pyramidova
vrstva hipokampu, pl — polymorfni vrstva gyru dentatu, pre — presubikulum, sr-stratum radiatum

hipokampu, sI-m — striatum lakumosum molekulare hipokampu

(upraveno podle Andersen a kol., 2006)

4.1.2 Episodicka pamét

Pamét a tvorba pamétové stopy tvofi jednu z hlavnich funkci mozku, bez které by
zadny Zivocich nebyl schopen preZit. Formovani pamétové stopy je hlavni a nejzndméjsi
funkci hipokampu, jak bylo jiz vroce 1957 prokazano sledovanim vyskytu anterogradni
amnésie po odejmuti vétsi ¢asti temporalniho laloku u zndmého pacienta H. M. (Scoville and
Milner, 1957). Je kli¢ovy i pro ukladani téchto pamétovych stop do dalsich oblasti, které tvori
ulozisté dlouhodobé paméti. Hipokampus se spojuje konkrétné s paméti epizodickou, kterd
je soucdsti paméti deklarativni (Tulving, 1983) a ktera zpracovava a uchovava osobni

zkuSenosti. Pod tim si mUZeme predstavit cokoliv od vzpominky na dovolenou aZz po



vzpominku na to, co ¢lovék mél vcéera k obédu. Ukladani novych pamétovych stop pomoci
hipokampu ddle do korovych oblasti se nazyvd konsolidace a tvofi ji plynuly proces.
Prokazani této dulezité funkce vychazi z cetnych studii, které zkoumaly vliv lézi hipokampu
pred vytvorenim pamétové stopy nebo jejich dopad s uréitym casovym odstupem po
zformovani této stopy. Pokud byla |éze vykondna po dobé potfebné ke konsolidaci, tato
pamétova stopa ovlivnéna nebyla (O’Reilly, 1995). VSechna tato zjisténi potvrzuji fakt, Ze se
vzpominky po urcité dobé ‘pfemisti‘ do jinych oblasti a stanou se na hipokampu nezavislé.
Pfi tvorbé pamétové stopy neokortikalni struktury vysilaji informace, které se spoji v jedné
nebo vice oblastech parahipokampdlniho regionu (perirhindlni, postrhinalni a entorhindlni
kGre). Tato informace je pak ddle promitnuta do casti hipokampu, které vychazeji
z dentdtniho gyru do CA3 oblasti, dale do CA1 oblasti a jako posledni do subikula. Odsud se
informace zase navraci zpét do parahipokampdlni oblasti a nakonec doputuje az do kury
mozecku (Eichenbaum, 2000). Organizace tvorby vzpominek timto zplisobem byla prokazana

jak u potkant, tak u primat( a lidi (Dickerson and Eichenbaum, 2010).

4.1.2.1 " Episodic-like“pamét u zvirat

Dlouhou dobu se uvaZovalo o tom, Ze episodicka pamét je specificka rysem pouze pro
lidi. U zvifat totiz nemuizeme mluvit pfimo o paméti epizodické, ale pouze o ,episodic-like”
paméti. Ta je srovnatelnd s epizodickou paméti lidi, ale projevuje se odliSnym typem
reprezentaci. Tulving (1983) ji u lidi definoval jako pamét, ‘kterd ziskdva a uchovava
informace o tom, kdy a vjakém poradi se udalosti staly a zaroven uchovava i casové
prostorové vztahy mezi nimi’. U zvifat zde ale chybi jedna klicova slozka - nedokazeme
zjistit, jestli v jejich mozku probihda védomé vybaveni téchto vzpominek, coz bylo popsano v
Tulvingové teorii jako jedna z hlavnich sloZek. Jedna se zde tedy o vyzkum vzpominek
v ramci objektl (co?), jejich prostorové lokalizace (kde?) a jejich casové slozky (kdy?) (Eacott
and Norman, 2004), coz tvofi jednu z klicovych komponent pro zafazeni téchto vzpominek
do ,episodc-like” paméti. Mezi dalsi kritéria patfi utvareni a propojeni téchto tfi aspekt(

(Co? Kdy? Kde?) a také zde nesmi chybét flexibilita, kterd umoznuje pouziti této vzpominky.

Jeden ze znamych pfriklad( ,episodic-like” paméti u zvirat je dlouhodobé;si ukladani
zasob potravy u ptakd. Od normalni lidské episodické paméti se liSi pravé tim, Ze zde neni
mozné posoudit osobni zkuSenosti (Clayton and Dickinson, 1998; Clayton, Bussey and

Dickinson, 2003). Sojky si vjedné z téchto uloh zapomatovaly, kde si ktery typ potravy



uschovaly a kdy si ho uschovaly a podle toho pak tyto skrySe vybiraly. Pokud jim byl k témto
zasobam na urcitou dobu znemoznén pfistup, tak se jiz k tém, které byly zkazené, nevratily
(Pravosudov and Clayton, 2002). U potkan( byl prokazadn tento typ paméti napfriklad na
pokusech s diskriminaci rGznych typl potravy (Melcer and Timberlake, 1985) ¢i u uloh
s radidalnim osmiramennym bludistém, kde se sledovala schopnost rozliSeni mezi
informacemi ‘co, kdy, kde’ pomoci ¢asovych intervald a s nimi spojenych rlznych typl
odmén v urcitych ramenech bludisté. Potrava v rlznych ramenech byla doplfiovdna podle
toho, jestli ubéhl kratky nebo dlouhy interval a potkani zde byli schopni si zapomatovat,
ktery z interval( ubéhl a které rameno tedy maji navstivit, aby ziskali odménu. Dalsi ¢asti
bylo sparovani jedné z lepSich odmén, vtomto pripadé cokolady, s averzivnim stimulem
v prvni ¢asti. Zvifata pak po uplynuti dlouhého intervalu toto rameno navstévovala mnohem

méné, byt bez averzivniho stimulu byvalo jejich nejcastéjsi volbou (Babb and Crystal, 2005).

4.1.3 Prostorova orientace

Jiz od antiky se vnimani prostoru snazili popsat velci filosofové jako je Aristoteles. Ve
20. stoleti se jako prvni o moiné existenci tvorby kognitivnich map zminuje Edward C.
Tolman (1948), ktery trénoval potkany v bludistich na nalezeni potravy. V této uloze ji byla
zvitata schopna fesit nalezenim jiné trasy i presto, Ze jim byla umisténa prekazka do plvodni
trasy. Timto byla poprvé demonstrovana schopnost vnitfni reprezentace prostoru, diky které
potkan byl schopny ulohu vyresit i prfes to, Ze znal pouze bludisté samotné bez presné
naucenych tras. AvSak aZ roku 1978 byla na toto téma vyddna studie, jenZz byla sepsana na
zakladé vyzkuma kognitivnich poruch u poskozeni hipokampu ¢i pozorovanim aktivity
hipokampdlnich neuront pfi prizkumu prostredi (O’Keefe and Nadel, 1978). Tento koncept
popisuje zpusob neuralni reprezentace fyzického prostoru v hipokampu a tedy i vlastni
tvorbu kognitivni mapy (obr. 2) (O’Keefe and Nadel, 1978). Dalsim dlkazem zasadni role
hipokampu v prostorové orientaci byl vliv 1ézi dorzalni ¢asti hipokampu na vykon potkan( v
Morrisové vodnim bludisti. V této uloze jsou zvifata na urcitou dobu dana do malého bazénu
a museji pfi plavbé nalézt ostrivek, ktery je skryty lehce pod hladinou a tedy pro né
neviditelny. Oproti zdravym potkan(m byla u zvifat s |ézi naruSena schopnost nalézt tento

skryty ostravek (Morris, 1981).
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Obr. 2. Model hipokampalni reprezentace kognitivni mapy.

Upraveno podle Eichenbaum et al., 1999.

Nalez mistnich neuronli velmi dobte vysvétlil zjisténi poruch spojenych s poskozenim
hipokampu (Eichenbaum et al., 1999). Diky nim a ostatnim neurontim, které budou popsany
nize, je potkan schopen se s pouzitim vizualnich voditkek v prostoru navigovat (navigace
alothetickd) a také diky spolupraci s entorhindlni klrou sledovat svoji trasu ¢i pozici skrze
vestibularni a proprioceptivni informace (navigace idiothetickd) (Knierim, Kudrimoti and
McNaughton, 1995). Pokud se zvife navraci do stejného mista v prostoru, aktivuje se zde
presné ten samy neuron. Avsak i pfi absenci distalnich prostorovych voditek tyto neurony
vykazuji urcitou aktivitu (O’Keefe and Speakman, 1987) a proto se o reprezentaci prostoru
premysli jako o abstraktnim konceptu, ktery neni pfimo zavisly na urcéitém smyslovém vjemu

(Knierim and Hamilton, 2011, review).

VSechny prostorové informace pfichazi do hipokampu skrze medidlni entorhinalni
kGru a diky nim m(zZe potkan upravovat svoji pfedstavu o pozici v prostoru. Naopak skrze
lateralni entorhindlni klru ziskava informace o jednotlivych vécech z externiho prostoru. Obé
tyto informace se setkavaji v dentatnim gyru a dale pokracuji do oblasti CA3, kde jsou
sjednoceny pravé do znamé reprezentace ‘Kde? Kdy? Co?’ (McNaughton and Morris, 1987
McNaughton et al., 1989). Pfi zméné urcitych ¢asti prostoru dojde k tzv. “pfemapovani“, kdy
se aktivita urcitych neuron( reprezentujicich tuto zménénou ¢dast upravi Ci tfeba i Uplné

ustane a zaktivuji se vtomto misté naopak neurony jiné (Muller and Kubie, 1987).
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Obrovsky narast aktivity mistnich neuron( se objevuje vidy v urcité ¢asti prostredi,
hlavné tedy u objektl, které tvofi dlleZité orientacni body. Kromé polohy v prostoru také
mohou tyto neurony reprezentovat rychlost pohybu, ktera je s informaci o poloze v prostoru
uzce spojena (McNaughton et al., 1983). Aktivita mistnich neuronli se obvykle sleduje
pomoci vnorenych elektrod extracelularnim nahrdvanim akénich potencialll pyramidalnich
neuronud v oblastech CA1 a CA3 u volné se pohybujicich potkan( (Fox and Ranck, 1975).
Jejich distribuce je nezavisla a tak mohou dvé u sebe lezici buriky reprezentovat jak pfilehlé,

tak vzddlené prostorové body (O’Keefe et al., 1998).

Jako dal$i maji svoji nezastupitelnou roli v prostorové orientaci neurony sméru hlavy
(,head-direction cells“). Ty nereaguji na samotnou polohu v prostoru, ale pouze na smér,
kterym se hlava zvifete otoci a funguji tedy jako jakysi kompas (ktery ovSsem nereaguje na
magnetické pole Zemé). Tato informace je pouze alocentrickd a sama o sobé k navigaci
nepostacuje. S mistnimi burikami jsou Uzce propojeny a jejich spolecnou aktivitu je moziné
sledovat v nékterych pripadech dokonce i pfi remapovani (Knierim, Kundrimoti and
McNaughton, 1995). Nalezneme je hlavné v postsubikulu, nucleu anterodorsalis thalamu,

corpora mammillaria a posteriornim neokortexu (Taube, 1998).

Dalsi ze slozek podilejicich se na tvorbé kognitivnich map je entorhindlni kira a jeji
mfizkové buriky (,grid cells“). Prostorova orientace byla dlouho spojovdna pouze s aktivitou
uvnitf hipokampu. AZ pfi nahrdvani projekénich neurond projikujicich doIl. a Ill. vrstvy
pomoci implantovanych elektrod v entorhinalni kiife zde tato aktivita pfi exploraci prostoru
tvofrila pravidelnou Sestihrannou mftizku (Fyhn et al., 2004). Tento vzor, ktery signal bunék
tvofil, svédéi o tom, Ze slouzi jako metricky systém prostorové orientace a tvofi
charakteristiku testovaného prostoru (Hafting et al., 2005). Charakteristika této reprezentace
byla definovana podle tfi parametrd, mezi které patti rozestupy mezi jednotlivymi poli, sklon
miizky vici referencni ose neboli orientace a jako posledni prostorova faze, kterou tvori

posun po osach x nebo y vici danému referenénimu bodu.

4.1.4 Vybrané ulohy testujici prostorovou orientaci
Jednou z hlavnich Uloh pro testovani prostorové orientace je Morrisovo vodni
bludisté (Morris, 1981). V této uloze musi potkan nalézt skryty ostrlivek v bazénu naplnéném

zakalenou vodou s pouzitim prostorovych voditek v okoli. Zdravy jedinec se velmi rychle
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nauci, kde se ostrlvek nachazi, a at uZ je vypustén zjakéhokoliv mista, tak plave pfimo
k ostrivku. Tento typ testovdni prostorové navigace umoznuje zkoumat jak kratkodobou
pracovni pamét (zvifatim se méni poloha ostrivku kazdy den) tak pamét dlouhodobou
(neménna poloha ostrivku po celou dobu testovani). Silnd zdvislost této ulohy na
prostorovych komponentach byla prokdzdna napfiklad na testech potkan( s oboustrannou
lézi hipokampu, kdy zvifata tuto Ulohu nebyla schopna feSit, coz podporuje teorii
kognitivnich map (Morris, 1982). Tento typ ulohy byl dokonce pfizplsoben i pro lidi a je

znam pod nazvem ,Blue velvet arena”.

Mezi dalsi z vyuzivanych testl patti otacejici se kruhovd aréna (neboli Kolotocové
bludisté), ktera slouzi také pfevadziné pro testovani potkant (Bures et al., 1997). Je analogem
situaci, kdy musime rozlisit mezi pohybujicim se okolim a prostfedim okolo nas, které je vuci
nam stabilni, jako je tomu napfiklad pfi letu letadlem ¢i pfi fizeni auta. Orientacni body jsou
zde rozdéleny na dvé casti - ¢ast v ramci arény (prostorova voditka kterd se otaci spolu s
arénou) a ¢ast v ramci mistnosti (stald prostorovd voditka, kterd jsou stabilni). Zvife se zde
musi aktivné pohybovat a naudit se rozliSovat mezi témito dvéma skupinami prostorovych
voditek, aby se vyhlo averzivnimu stimulu (Cimadevilla et al., 2000b). Cast této arénky
(obvykle 60 stupnu Siroka vysec), ktera je pro zvifata neviditelnd, se znaci jako averzivni
sektor a pfi vstupu do néj potkan obdrzi slaby elektricky Sok. To ho nuti se zorientovat
v prostoru, vymezit si polohu tohoto sektoru a aktivné se mu vyhybat. Tato oblast mlze byt
stabilni v rdmci mistnosti, otacet se spolu s arénkou a u nékterych modifikaci uloh dokonce

muze byt kombinace téchto dvou typul sektor(.

Jeden z ¢asto pouzivanych typua uloh na této aparatufe se nazyva “aktivni alothetické
vyhybani se mistu“ neboli AAPA (,active allothetic place avoidance”). Tato uloha se vyuziva
k testovani prostorového uceni a schopnosti segregace informaci. Zde je averzivni sektor
stabilni v rdmci mistnosti, aréna se otaci a tak potkan vidy jednou za ¢as musi popobéhnout,
aby se vyhnul averzivnimu stimulu. V ramci prostoru se musi fidit pouze distalnimi voditky,
které tvofi objekty v mistnosti a musi ignorovat voditka uvnitf arény (své vlastni pachové
stopy). Na této aparature jsou testovany rozsahy kognitivnich poskozeni u lézi konkrétnich
mozkovych oblasti (Cimadevilla, Wesierska, et al., 2001; Wesierska et al., 2009) ¢i vlivy
aplikaci rdznych agonistl ¢i antagonistd (Stuchlik et al., 2008; Stuchlik and Vales, 2009; a
dalsi).
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4.1.5 Pamét na usporadani udalosti v Case

Zapojeni hipokampu v ¢asovém usporadani udalosti vychazi z jedné z jeho zakladnich
funkci - tvorby a znovuvybaveni vzpominek (Eichenbaum et al., 2007). Jeho role v ¢asovém
usporadani byla zkoumana na dvou hlavnich modelech a to na paméti pro poradi a na
schopnosti rozdélit a spravné zaradit prekryvajici se udalosti (Eichenbaum, 2012).
Hipokampus se aktivuje pfi uéeni sériového poradi v ¢ase bez ohledu na to, jesti si je zvife
védomo své paméti pro sekvence. Tato skutecnost svédci o tom, Ze aktivace hipokampu
odrdzi proces tvorby cCasové organizace udalosti (Schendan et al.,, 2003). Jednou
z testovanych uloh u potkan( bylo nauceni poradi, ve kterém maiji strkat cumak do urcitych
mist, aby zde ziskala odménu v podobé trosky vody. Vtéto uUloze selektivni poskozeni

hipokampu narusilo tento nauceny komplex sekvenci (Ergogul and Eichenbaum, 2006).

Kromé toho, Ze se v hipokampu pamét na poradi tvofi, mame dikazy také o
nasledném prehravani této informace. Pokud potkan opakované prochazi stejnym
prostfedim, kdy se vidy poporadé aktivovaly stejné mistové neurony, je dokazano
prehrdvani téchto sekvenci jak ve spanku tak pti plné bdélosti (Karlsson and Frank, 2009).
Toto prehravani v hipokampu je rovnéz synchronizovdno s prehravanim v kortikalnich

Castech (Ji and Wilson, 2007).

Existuji dva moziné modely organizace udalosti v ¢ase. Soubory neuronli mohou
reprezentovat poradi v ¢ase tvorbou fetézcl tvoficich signal. To se déjé pomoci zvySovani
poctu primych spojli mezi neurony, které predstavuji podobné ¢asové udalosti (Jensen and
Lisman, 2005; Mehta et al., 2000). Druhy model predstavuje hipokampus jako strukturu, k
jejiz neuronalnim souborim, které vidy reprezentuji dany ¢asovy usek, se vidy vzpominky

z dané doby navazou (Levy, 1989; Wallenstein et al., 1998).

4.1.6 ,Time cells“

Tyto neurony vykazuji aktivitu zaloZzenou na podobném principu jako ,place cells”
avsak detekuji ¢as generovanim signdlu v urcitych momentech ¢asového useku stejné jako
mistové neurony generuji signal v uréitém misté. Tim reprezentuji plynuti ¢asu a poradi u
specifickych vzpominek (Eichenbaum, 2014). Jejich aktivita je spojena s aktivitou mistovych
bunék, nékteré neurony se dokonce aktivuji jak v rdmci ¢asové, tak i prostorové informace.

Podobné u nich mGZeme pozorovat tzn. “re-timing” coZ je proces podobny “re-maping” u
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mistovych neuron( a dochdzi pti ném k upraveni aktivity pfi zméné sekvence (MacDonald et
al., 2011). Jejich funkce byla testovana u uloh s béhacim kolem v Uloze prostorové alternace
(Pastalkova et al., 2008). Sledovala se zde aktivita neuron(, které kddovaly ubihajici ¢as i pfi
stabilni poloze potkana. Testovani prokdzalo hlavni roli oblasti CA1, kterd propojuje ¢asové
useky. V jednom z téchto testld se potkani ucili spojeni mezi specifickymi objekty a pachy,
které od sebe byly oddéleny 10 sekundovym intervalem. K propojeni téchto asociaci
s casovym oknem je vyzadovdna aktivita oblasti CA1, ale ne CA3 (Kesner et al., 2005). Na to
navdzala studie McDonalda et al. (2011) a prokazala, Ze se tyto neurony aktivuji na kratké

momenty v sekvencich a dohromady vypliuji tento prazdny interval mezi dvéma objekty.

Urcitd role hipokampu v ¢asovani se spojuje se “Striatal beat frequency” (SBF)
modelem intervalového ¢asovani. Zde se jeho role popisuje jako zpétnovazebny kontrolni
mediator (Meck, 1988), ktery neustdle aktualizuje funkci paméti vramci specifickych
intervall. Na to poukazuje napfiklad zrychlené vnimani ¢asu u potkant s lézemi hipokampu
(Buhushi et al., 2004). Druhda moznd funkce hipokampu v tomto modelu je jeho schopnost
regulovat urcité populace striatalnich ostnatych neuronl (Matell and Meck, 2004) na coz

poukazuji i prokazana ¢etna propojeni téchto oblasti.

4.2 Percepce Casu

U kazdého ZivoCicha se v prabéhu evoluce vyvinuly rGzné neurobehavioralni
mechanismy umoznujici vnimani ¢asu. Pohybuji se od méreni ¢asu v rdmci milisekund, které
je spiSe perceptivni a automatické, az po vnimani ¢asovych usek( vramci nékolika let,
mnohdy také funguji i jako stopky. Diky tomuto obrovskému rozmezi se vnimani rozdélilo
podle délky interval(l a kazdy typ zde zafizuji odliSné mechanismy (Hinton and Meck, 1997).
U intervall trvajicich roky ¢i mésice ma Zivoc¢ich moznost vyuZzit periodického stfidani teplot,
svétla Ci tfeba délky dne, ale pro kratsi intervaly, které jiz takto reprezentovany byt
nemohou, se vyvinuly tzn. vnitfni hodiny. Diky nim vnimame plynuti ¢asu a napomahaji nam
pri jakékoliv kazdodenni cinnosti. Typ Casovani, ktery tento systém zajistuje, se nazyva
intervalové Casovani a zpracovava sekundové aZz minutové intervaly. Jako posledni mGzeme
jeSté zminit casovani milisekundové, které ovliviuje hlavné motorické schopnosti, re¢ ¢i

vnimani hudby (Buhusi and Meck, 2005).
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4.2.1 Intervalové casovani

Tento typ ¢asovani se zabyva konkrétné intervaly od stovek milisekund az po minuty.
Stdle se ovSem presnéji nevi, jak tento systém funguje a jeho lokalizace v mozku na rozdil od
milisekundového a cirkadidlniho ¢asovani také neni presnd. U zvirat v pfirodé napomah3d
rdznym cinnostem od shanéni potravy na konkrétnich mistech v urcéitou dobu aZ po lov

kofisti, kdy je potfeba pfesné nacasovani reakci (Gibbon et al., 1997).

Pozorované chovani v laboratofi se spojuje hlavné s asociativnim uéenim, které
definujeme jako tvorbu asociaci mezi udalostmi, které jsou néjak spojené. Studium
intervalového c¢asovani u zvifat je zamérfeno hlavné na operantni Ulohy pouzZivajici fixni
interval s naslednou odménou. Zde musi zvife po uplynuti urc¢itého ¢asového intervalu, jehoz
zacatek je obvykle reprezentovan vizualnim ¢i auditornim signalem, vykonat uréitou c¢innost
(napf. zmacknuti packy) a po jejim vykondni ptichazi odména. Podobnym experimentalnim

Ill

designem je“peak interval” (Pl) procedura, kde po nauceni zvifete na odménu za zmacknuti
packy po daném c¢asovém useku je tato odména odstranéna. Pak se zde na grafu sleduje
zaktiveni krivky poctu reakci zvifete v dobé plvodniho nauceného intervalu na odménu
(obr.3) (Meck and Buhushi, 2010). Kromé klasickych uloh sledujicich jeden interval se vyuziva
i prekryvajicich se interval(. Dokonce i v tomto pfipadé jsou zvifata schopna aktivovat vnitfni
hodiny kdykoliv, kdy jsou vystavena dualezitému signalu znacicimu zacatek dal$iho intervalu i
presto, Ze jiz sleduji interval jiny. Testuji se i typy uloh s prerusenim tohoto intervalu (tzn.
gap trials) u kterych potkani vyuzivaji toho, Ze ‘zastavi’ své vnitfni hodiny a po ukonceni
mezery je zase obnovi. Téchto procedur se miZe vyuZivat i pfi testovani lidi, u kterych se
naruseni tohoto typu casovani prokazuje v souvislosti s uréitymi neurodegenerativnimi

onemocnénimi jako je Parkinsonova choroba ¢i se mlze vyskytovat u starnoucich jedincl

(Lustig and Meck, 2001; Harrington and Haaland, 1991).
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Obr. 3. Graf nau¢ené odpovédi potkanti na signal v kontrolni ¢asti Pl procedury, ktera je bez

odmény. Zobrazena je zde kfivka naucené odpovédi na odménu po 30sa90s.

Upraveno podle Mattel and Meck, 2000.

Velkou roli pfi testovani a vSeobecné u fungovani vnitinich hodin hraji rGzné
fyziologické faktory. Kazdy urcité zazil situaci, kterd byla néjakym zplsobem nebezpecna a
kterou si pomatuje, jako kdyby se udala zpomalenéji, nez tomu bylo doopravdy. Zkresleni
odhadu ¢asu také muze vytvorit zpomalené prehravani scén. Intervaly pak vnimame jinak,
nez je nas systém zvykly. Tento fakt svédci pro existenci a konstantni kalibraci vnitfnich

hodin vuci déni v okolnim prostredi (Eagleman, 2004).

U interval(, které jsou znaceny vizualné, zavisi na misté, kde se tento signal objevi a
tedy pak i na zrakovém poli, ve kterém je prezentovan. Jednd se zde o rozdil mezi
levostrannym a pravostrannym zrakovym polem, nebot v prvnim je stimul a nasledny ¢asovy

usek podhodnocovany a ve druhém naopak (Vicario et al., 2008).

4.2.1.1 Vybrané teorie intervalového ¢asovani

V dnesni dobé nalezneme mnoho teorii o tom, jak presné intervalové casovani
funguje. Zde jsou predstaveny pouze nékteré z nich. VSechny zde blize popsané teorie patfi

do tzn. teorii se zapojenim vnitfnich hodin, avsak v literatufe je mozné nalézt i nékolik teorii,
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které s existenci vnitfnich hodin nepracuji. Mezi né patfi napfiklad model méreni ¢asu dle

vyvoje stavu neuralnich siti ¢i rlizné pamétové zaloZzené modely.

Vnitini hodiny zde slouzi k posouzeni délky urcité udalosti nebo intervalu mezi nimi.
Mohou je ovlivnit emoce daného jedince, hlubké soustfedéni nebo soustfedéni se na
zrychlené ¢i zpomalené tikani. Proto nam v uréitych momentech ¢as bézi jako splaseny nebo

se naopak tahne, jak kdyby dany okamzik nikdy nemél zkoncit.

Mezi jednu z nejranéjsich teorii, ktera predpoklada existenci vnitfnich hodin, mizeme
zaradit teorii neuronalnich oscilatord (tzv. scalar expectancy theory, SET). Ta je zaloZena na
aktivité neuronu a jejich fixnich hodnotdch, které slouzi jako méfitko pro ostatni funkce.
Pavodné slouzila tato teorie jako rozsifeni Weberova pravidla o smyslovém vnimani k
vysvétleni ¢asovanim ovladanych akci (Gibbon 1977). Tato teorie vychazi z predpokladu
spoluprace tfi abstraktnich ¢asti - pacemakeru (vnitfnich hodin), akumuldtoru (reprezentujici
pamét) a komparatoru (reprezentujici rozhodnuti) neboli porovnavace. Hodiny zde generuji
pulzy, které reprezentuji casové intervaly, které pak akumuldtor uskladnuje v pracovni
paméti do té doby, nez se urcita ¢ast pulzi z pacemakeru prevede z pracovni paméti do
dlouhodobé (obr. 4). To se déje po dalSimu vystaveni stejnému signalu. Odpovéd zajistuje
komparator tim, Ze porovna tento interval uschovany v referenéni paméti (v podobé poctu
pulzd) s intervalem v akumuldtoru (Oprisan and Buhusi, 2014). Ve chvili, kdy vnéjsi cas,
neboli pocet pulzl, je stejny s asem dfive zapomatovanym, nastavd faze rozhodnuti, tj.
behaviordlni odpovédi. Casti tohoto systému funguji odli¥né a tim tvofi zdroj variability.
Pravdépodobnost téchto variabilit neni stejna pro rlizné ¢asti systému a diky tomu se tvofi
jejich skalarni vlastnosti (Gibbon et al., 1984). Pfi nizSim soustfedéni ¢i pfi vénovani
pozornosti jiné Cinnosti se miZe odhad ¢asu také o néco zménit. V dusledku interference,
kdy se jedinec vénuje vice podnétlim najednou, nékteré pulzy nejsou zaznamendny a tak se
nahromadi mensi pocet pulzd a ¢asovy interval je hodnocen jako kratsi (Brown, 1997; Brown

and Boltz, 2002).
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Obr. 4. Model vnitfnich hodin. Znazornéni modelu funkce vnitfnich hodin. Méreni ¢asu v
tomto modelu je zajistovano generatorem pulzl (pacemakerem) a akumuldtorem, které v
pravidelnych intervalech vysilaji a pocitaji pulzy. Pokud pocet pulzli dosahne urcité zapamatované (v

minulosti posilené a naucené) hodnoty, spusti se behaviordlni odpovéd.

Prevzato z Dusek and Jech, 2011.

Mezi novéjsi teorie zaloZzené na existenci vnitfnich hodin patfi naptiklad “Behavioural
timing theory” (Killeen and Fetterman, 1988). Pulzy z pacemakeru zde zajistuji prechody
mezi stavy, které maji vztah k uréitému pridatnému chovani. To slouzi jako diskriminaéni
stimul, ktery muizZe odpovéd pozastavit, poslat dal nebo prerusit. Kazdy tento stav je
asociovany srliznou délkou trvani. Diky tomu pak jedinec vramci vhodného prostredi
nastavuje odpovéd. V praxi to vypada tak, Ze pokud je zvife zastaveno a ma se rozhodnout
mezi kratkym ¢i dlouhym intervalem, tak vybere ten, ktery byl pfi minulych pokusech v dobu

zastaveni zvitete vice posilovan (Bizo and White, 1994).

Popularni teorie intervalového ¢asovani jsou zalozeny na opakovani vzorcl aktivity
neuralni sité, coz umoznuje identifikaci ubéhlého ¢asu. Jednou z prvnich takto pojatych teorii
byla navriena Maukem a jeho spolupracovniky ve spojeni s mozeckem. Tento model
predpoklada zapojeni nékolika vrstev, které jsou propojeny a kde mohou neurony nepfimo

zpétné ovliviovat samy sebe (Buonomano and Laje, 2010).
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Dalsi z novéjsich odlisnych teorii pochazi od prof. Mecka a jeho spolupracovniku, ktefi
zaved|i tzv. ,Striatal beat frequency model“ (SBF model). Casovani kéduje ndhodnd aktivace
striatdlnich neuront, neboli tzv. pulzy, které prekryvaji vétsi rozmezi trvani nez jednotlivé
neurony (Miall, 1989). Aktivaci zde zajistuje kortikalni neuralni oscilator.Tento typ vnimani
Casu je bran jako produkt rozmanitych a vzdjemné se dopliujicich mechanism( a stejné
neuroanatomické struktury pak tedy mohou vyuzZivat rozdilné mechanismy intervalového

c¢asovani.

Za zminku urcité stoji i teorie, které predpokladaji existenci vnitfnich hodin, ale
systémy zde funguji na zakladé oscilatord, ne akumuldtor(, jako bylo popisovano vyse. Pro
popis vSech teorii intervalového casovani by ovSsem bylo tfeba vypracovat samostatnou

praci, proto zde byly uvedeny jen nékteré.

4.2.2 Neuroanatomie

Casovani rtzné dlouhych interval( zajistuji odlisné mechanismy a existuje mnoho
teorii o tom, jak presné vlastné tyto systémy funguji. Na drovni milisekund tvofi hlavni oblast
intervalového ¢asovani mozecek a dalsi specializované systémy po celém mozku, na urovni
sekund aZ minut je hlavni kortikostriatalni a nigrostriatdlni okruh a &asovani nejdelSich
cirkadidlnich intervall zajistuje hlavné autoregulace genovych cykld. Mechanismy vnimajici
intervaly od milisekund az po minuty se ovSiem mohou doplfiovat a tak urcity ¢asovy usek
muze byt reprezentovdn vice jak jednim systémem (Meck, 2005). Zde je dobrym pfikladem
¢asovani motorickych akci. Po provedeni cerebralni Iéze bylo vnimani milisekundovych
intervall naruseno vidy, avsak i u jedinc( s |ézi provedenou v ¢astech mozku, které s timto
casovanim nejsou spojovany, byly vysledky rozporuplné a i tyto léze uréity vliv na toto

casovani mély.

Hlavni ¢asti, kterd zajistuje intervalové ¢asovani, jsou bazalni ganglia (obr. 5). Jejich
léze jako jedind zlézi zcela vyradi schopnost intervalového casovani (Meck, 2006). Také
nedavné experimenty zabyvajici se propojenim bazdlnich ganglii se substantia nigra pars
compacta prokazaly jejich stézejni roli jak pro produkci ¢asovych intervall, tak pro jejich
percepci (Meck, 1996; Matell and Meck, 2004). Vtéchto studiich nebyli potkani
s exitotoxicky navozenymi lézemi striata Ci se selektivnimi dopaminergnimi Iézemi schopni

regulovat své odpovédi v rdmci ¢asovani.
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Obr. 5. Neuralni struktury zapojené v intervalovém ¢asovani podle SBF modelu. Dvé hlavni ¢asti
tvori bazalni ganglia a frontalni klira. Barevné spoje mezi oblastmi znazornuji dané neuromodulaéni
cesty. MC - motoricka klira, FC - frontdlni klira, BG - bazalni ganglia, TH - thalamus, GPE - globus
pallidus external, GPI - globus pallidus internal, STn - subthalamicka jadra, SNc/r - substantia nigra
pars compacta/reticulata, VTA - ventralni tegmentalni oblast, Glu - glutamat, DA- dopamin, GABA -

kyselina gaba-aminomadselnd, Ach - acetylcholin

Upraveno podle Oprisan and Buhusi, 2014.

U SBF teorie je bradn jako hlavni okruh zajistujici intervalové casovani pravé
prefrontalni kdra (PFC), striatum a thalamus (Matell, Meck and Nicolelis, 2003). Klicovou
komponentu zde tvofi striatdlni ostnaté neurony (medium spiny neurons, MSN). Ty maji
mezi 10000- 30000 dendritickymi trny, kaidy ma nesmirné mnozZstvi korovych i
thalamickych afferentnich spojl a jejich membranovy potencial zavisi na mife téchto vstupu
(Beiser and Houk, 1998). Shoda jejich ziskanych signal(l se zapomatovanym intervalem
v referencni paméti spousti signdl, ktery pak putuje dale (Oprisan and Buhusi, 2014). Kromé
téchto neuron( zde nalezneme také tfi typy interneuron(, které moduluji pravdépodobnost
aktivity MSN (Coull, Cheng and Meck, 2011). Dorsdlni striatum slouZi jako spojnice
dopaminergnich a glutamatergnich vstupl a na jeho dUlezitou roli také poukazuji vysledky

elektrofyziologickych studii, kdy se ukazala zvySend aktivita striatdlnich neuron( v ¢ase
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ocCekdvané odmeény a po uplynuti tohoto ¢asu se zase snizovala (Matell et al., 2003). Poté, co
je neurdlni vypoclet proveden, vysle dorsalni striatum signal dalSim oblastem bazalnich
ganglii a ty poslou signal zpét do frontdlni klry (napf. motorické kiry) skrze thalamus. Tato
kortiko-striatdlné-thalamicko-kortikdlni smycka tedy muze byt kritickd pro intervalové
¢asovani, temporalni integraci (Dale et al., 2010), planovani motorickych akci ¢i pro pracovni
pamét (Harrington et al.,, 2010). Léze dalsi ¢asti tohoto okruhu, prefrontdlni klry, pouze

narusily temporalni zpracovani informace a zpomalily tak vnimani interval( (Meck, 1984).

Hipokampus a jeho zapojeni v intervalovém ¢asovani popisuji studie s [ézemi hlavnich
spoju hipokampu s ostatnimi strukturami- fimbrie a fornixu. Zde se prokazal pouze snizeny
¢as vrcholu kfivky v Pl procedufe, variabilita ¢asovani oviem zasazena nebyla (Meck, Church
and Olton, 1984; Olton et al., 1987). To ukazuje na vliv hipokampu pfi ukladani reprezentace

¢asu do paméti.

Pfi studiu casovani na urovni milisekund je povaZovan za hlavni a nejdllezitéjsi
strukturu mozecek. Avsak ne vsechny studie na néj zamérené toto prokdazaly (napf.
Harrington et al., 2004) a tak se o presném zapojeni v ¢asovych procesech vedou cetné
diskuse. Déle znamé je spiSe jeho zapojeni ve vnimani kratSich sekundovych intervall, jak
prokazuje vétsi ¢ast pokusl (Gooch et al., 2009; Mangels et al., 1998 a dalsi). Hlavni aspekt,
majici nejdulezitéjsi vliv na vysledky experiment(, je vzdy typ ulohy a zplsob reprezentace

signalu, ktery udava zacatek ¢asového intervalu.

4.2.3 Neuralni mechanismy

Dopaminergni systém ma u intervalového ¢asovani svoji nezastupitelnou roli. Jedna
se zde hlavné o aktivitu samotného D2 receptoru spiSe nez o proces syntézy dopaminu,
nebot poddavani prekursoru dopaminu L-DOPY ¢i AMPT, coZ je naopak blokator pfemény
tyrosinu na L-DOPU, nemélo vliv ani na subsekundové ani na suprasekundové casovani
(Rammsayer 1989 a,b; Rammsayer and Vogel, 1992). Rozdilné vysledky s podavanim rliznych
antagonistd D2 receptorl poukazuje na zapojeni predevsim nigrostriatalniho okruhu.
Sulpirid ¢i remoxiprid blokuji vyhradné D2 receptory mezolimbického systému a mély tedy
nepatrny vliv na intervalové casovani. Oproti nim haloperidol, ktery blokuje vSechny
dopaminergni drahy véetné nigrostriatalniho systému, tento typ casovani ovlivnil

(MacDonald and Meck, 2005).
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U potkand byl vcasovych pokusech prokdzan efekt DA agonistl (napf.
nahromadi stejné mnozstvi pulzl v kratSim intervalu a vnitfni hodiny pak vnimaji stejny
interval rychleji. U Pl procedur se tedy v grafu projevi posunem kfivky reakci vlevo (Matell,
King and Meck, 2004). Naopak DA antagonisté méli vliv zpomalujici (Coull, Cheng and Meck,
2011). Mira zpomaleni zde zdavisi hlavné na afinité farmaka k D2 receptorim. Manipulace
pomoci téchto latek tedy ovliviuji chovani na drovni vnitfnich hodin. Vliv téchto farmak je
ovéem viditelny pouze pfi akutnimu vystaveni latce, pfi chronickém podavani se systém
prizpGsobi novému vnimani, upravi pocet pulzl pro dany interval a ty jsou pak v ramci vlivu
dané latky nastaveny spravné. Po ukonéeni chronické expozice se naopak kfivka grafu
posune opaénym smérem, nez organismus prenastavi své vnitfni hodiny podle normalniho
vnimani intervald bez vlivu latky. Dalsim dlkazem vlivu dopaminergniho systému na
intervalové casovani u mysi s deleci genu pro dopaminovy transportér je jejich neschopnost

Casové reprezentace (Meck et al., 2011).

Oproti tomu cholinergni systém ovliviuje spiSe ukladani do paméti a aktivitu
bazalnich ganglii nez samotné vnitini hodiny. Zména zde neni patrna ihned po podani latky
jako u dopaminergnich D2 agonistl ¢i antagonisti, ale aZz u chronického podavani.
Cholinergni Iatky snizujici synaptickou uéinnost acetylcholinu, zpomaluji tedy vnimani ¢asu a
naopak. Antagonisté jako je napfriklad atropin posunou v grafu kfivku vnimani ¢asu doprava a
naopak agonisté jako physostigmin zpUsobi jeji posun doleva (Meck, 1983; Meck and Church,
1987). Narusi se zde rychlost prfenosu informace z akumulatoru nebo z pracovni paméti coz
zpusobi toto zrychleni ¢i zpomaleni (Meck and Church, 1987). Podobnd naruseni mohu
zpUsobit i neuropatologicka onemocnéni ¢i zmény v mozku zpUsobené starnutim (Lustig and

Meck, 2001).

Ac toto propojeni neni stale presné objasnéno, nékteré studie pracuji s kombinacemi
agonisty dopaminu a antagonisty NMDA receptor(. Po pretrénovani zvifat a vytvoreni zvyku
se tvofi snizena reakce na modulaci dopaminergniho systému. AvSak pfi pouziti vyse
popsané kombinace se tato necitlivost snizi a ukaze se mnohem viditelnéjsi posun kfivky. To
poukazuje na spolupraci dopaminergnich a glutamatergnich systému a vzniku stavl snizené
citlivosti na dopamin a také na zapojeni glutamatergniho systému pfi tvorbé zvyku, zavislosti

Ci pravé také u intervalového ¢asovani (Cheng et al., 2006; Kalivas, 2009).
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V ulohach testujicich intervalové Casovani se také casto mlzeme setkat s pouZitim
halucinogen(. Tyto studie se provadéji pfevazné na lidskych subjektech, ¢etné jsou napfiklad
studie s psilocybinem ¢i tetrahydrocanabinolem (THC). V animalnich studiich THC jakoZto
aktivni latka marihuany napfiklad u holubl zplsobila posun krivky grafu Pl procedury
doprava. Chovani sledované u potkan( v jiném pokusu s Pl procedurou prokazalo stejny
posun kfivky grafu a prokazalo se zde tedy prodlouzZeni reakéniho ¢asu. Vtomto samém
pokusu se prokazal i opacny vliv antagonisty kanabinoidnich receptorl a posun kfivky grafu

byl tedy naopak vice doleva oproti plivodni kfivce (Han and Robinson, 2001).

4.3 Casoprostorova integrace

Podobné jako se jedinec musi orientovat v prostoru se musi orientovat také v ¢ase. Tato
orientace tvofi nezbytny aspekt ‘Co? Kdy? Kde?’' pro formovani episodické paméti (Tulving,
1983). Kromé prokazanych spoju striata a hipokampu patfi mezi hlavni objevy v integraci
téchto dvou informaci ¢asovych neuronl v hipokampu. To jsou neurony podobné mistovym
neuronim, které na rozdil od nich koduji specificky moment v prostoru. Nékteré maji
dokonce schopnost vnimat jak ¢asovou, tak prostorovou informaci. Timto se utvafi spojnice
mezi paméti, ¢asovou organizaci vzpominek v ¢ase a prostorovou orientaci. Hipokampus
tedy tvofi ¢asoprostorovy zaklad vzpominek svoji schopnosti tvofit prostorova a ¢asova pole
vznikajici pfi uceni (Eichenbaum, 2012). ,Place cells“ mimo funkce popsané vyse maji
schopnost zaclenit do své aktivity informace o budoucnosti ¢i minulosti (Frank et al., 2000) a

také ,time cells” jsou schopny kédovat i prostorovou informaci.

Poskozeni hipokampu a jeho vliv na prostorovou orientaci je relativné presné popsany.
Ohledné ¢asovani se vsak tyto vysledky jevi ¢asto rozporuplné. U skupiny potkand s [ézemi
hipokampu se projevil posun kfivky grafu v Pl procedure doleva (Meck et al., 1984; Buhushi
et al., 2004) avsak u skupiny, kterad zahrnovala rozsahlé uceni az po vytvoreni léze, se tento
efekt neprokdzal (Dietrich, Allen and Bunnell, 1997; Dietrich and Allen, 1998). Tento rozdil
ale mizZe byt zplUsoben pravé timto rozsahlym tréninkem, nebot je zde mozné vytvoreni
zvyku a tedy tzv. ‘uzamcéeného’ stavu. Tento pfipad byl popsdn uz u pokust s farmaky, kdy
v tomto stavu farmaka néméla svlij obvykly Gcéinek, nebot se tato funkce, kterou obvykle
vykonava hipokampus, presunula do jinych ¢asti mozku jako je tfeba kira (Wiltgen and Silva,

2007; Wiltgen et al., 2010).
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4.3.1 Experimenty sledujici integraci ¢asové a prostorové informace
Experimentdlni pozorovani téchto dvou neoddélitelnych slozek je hlavné u zvirat
relativné novou zélezZitosti. Vice pokusl se na néj zaméruje teprve od objevu ,time cells”
v hipokampu, do té doby se védélo pouze o jeho funkci pfi ¢asovém fazeni udalosti. Mezi
jeden z nejcastéji zminovanych pokusl patfi experiment Krause et al., ktery sledoval aktivitu
hipokampdlnich neuroni u potkand, ktefi bézi na pohybujicim se pdsu. Zde pozoroval
zvySenou aktivitu hlavné pfri integraci casové informace s ubéhlou vzddlenosti (tvofici
prostorovou ¢ast). Prokdzala se rozdilnd aktivita uréitych neuronl - nékteré skupiny
reagovaly spiSe na informaci o ubéhlé vzdalenosti, jiné naopak reagovaly na informaci
casovou a objevila se zde i skupina, kterd reagovala pfiblizné stejné na obé dvé informace

(Kraus et al., 2013).

Vjiné studii byla nahrdvana aktivita hipokampalnich neurond pfi pohybu potkana
v bludisti. Také zde je moZné pozorovat prostorovou i ¢asovou aktivitu neurona. Pfi ,,off-line”
periodé, mezi které patfi napriklad spanek, midieme u mistovych neuronl pozorovat
prehravani sekvenci aktivity, které je ¢asové fazeno. Pferuseni tohoto prehravani ma za

nasledek zhorseni prostorové paméti z dané prehravané vzpominky (Jadhav et al.,2012).

OdlisSny typ téchto uloh naopak testuje zapojeni jednoho ¢i druhého kdédovani
v situacich, kdy spolu tyto dva typy soutézi. Mysi zde plnily Ulohu v bludisti, kde pfi hledani
alternativni cesty k odméné budto vyuzivaly vzdalenych prostorovych ukazatell ¢i musely
zopakovat presné poradi otoCek svého téla. Aby se zjistilo, kterou ze strategii dané zvire
pouzivd, umistilo se do nového bludisté a sledovalo se, jakou strategii v tuto chvili vyuzije.
Tato studie prokazala, Ze aktivita hipokampdlnich neuroni mize signalizovat budto sérii
znamych pozic ¢i naopak replikovat presnou sekvenci akci podle toho, jakou strategii zvife

zvoli (Cabral et al., 2014).

4.3.2 Interakce prostorového a ¢casového kodovani

Mistové buriky stejné jako ,time cells“ mohou kddovat i jiné dllezité zkuSenosti. Pfi
odliSnych podminkach, které jsou dulezité pro konkrétni chovani, ,place cells“ reaguji
nejenom na prostorové informace (vzdalenost, smér, poloha v prostoru), ale také na
neprostorové podnéty (napfriklad pach v urcitém misté) ¢i na rGzné podnéty vyzadujici akci

(Ravassard et al., 2013; Komorowski, Manns and Eichenbaum, 2009; Lenck-Santini, Fenton
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and Muller, 2008). Proto je tfeba o neuronech hipokampu smyslet jako o multisenzorickych,
tedy Ze kéduji nejenom prostor a ¢as, ale také ostatni dlilezité vlastnosti dané udalosti, které

jsou zakladem epizodické paméti.

Pokud se potkan pohybuje vbludisti a tedy vprostoru a case, aktivuji se
hipokampalni neurony na obé tyto informace. Stejné jako jiz bylo popsano vyse, je moziné
sledovat aktivitu ,place cells”, které si v klidové fazi ‘opakuji’ v uréitych ¢asovych frekvencich
dané lokace, ktery ten den navstivilo (Jadhav et al., 2012). Stejné tak mohou tyto neurony
volit mezi tim, kterou informaci v dané uloze budou vnimat, jako tomu bylo u volby mezi
naucenou trasou a mezi urcitym poctem obrat(l téla v bludisti pfi hledani alternativni cesty
(Cabral et al., 2014). Vsechny tyto nélezy, véetné schopnosti organizovat uddlosti v Case,
prokazaly zapojeni hipokampdlnich neuron( v organizaci ¢asovych i prostorovych aspektu

zkusenosti (Eichenbaum, 2014).

4.3.3 Mozné zapojeni hipokampu v SBF okruhu

Jednim z novéjsich teorii mechanismd fungovani intervalového casovani je pravé SBF
model. Vzhledem k vySe popsané dllezZitosti hipokampu v ¢asovych udalostech a propojeni
téchto udalosti s prostorovou informaci se k tomuto modelu vaze nékolik teorii, jakou roli
zde vlastné hipokampus ma a jakym zpUsobem tento okruh muze ovliviiovat. Prvni moznou
funkci mUze zastavat tim, Ze kontroluje skrze zpétnou vazbu. Vime zde o existenci urcitych
korovych oblasti, které maji své zapojeni jak v kortikostriatalnim, tak v frontohipokampalnim
okruhu. Ty reguluji pamét a zaroven jsou propojeny se striatalnimi MSN (obr. 6A). Toto
mozné propojeni podporuje i fakt, Ze hipokampalni léze povétsSinou zplsobuji posun krivky
grafu Pl procedury doleva, zatim co |éze v popisovanych korovych oblastech maji vliv na

tento posun opacny (Meck et al., 1978; MacDonald and Meck, 2004).

Dal$i moznou funkci, kterou mize hipokampus v ramci ¢asovani vykondvat, je funkce
regulaéni. Vzhedem k jiz dfive prokazanému propojeni hipokampu a striata zde jeho signal
muze regulovat prah aktivace MSN (Matell and Meck, 2004). Tyto neurony zaujimaji dva
stavy - jeden ztéchto stavli skoro nedovoluje neuronlim tvofit signdl a druhy ma funkci
opacnou a tvorbu signalu podporuje. Z jednoho do druhého stavu se prechazi pravé diky
excitacnim vstupim téchto neuront (Carter, Soler-Llavina and Sabatini, 2007). Hipokampus

zde mUlzZe desenzibilizovat membranu AMPA receptor MSN naptiklad pfi zacatku nového
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signalu, ktery je potfeba vnimat v éase. Druhou moZnou cestou je tonicka inhibice a
nasledné snizeni prahu membranového potencidlu MSN (obr. 6B). V tomto pfipadé by se pfi
absenci hipokampalni inhibice vnimani ¢asu zrychlilo a kfivka grafu by se posunula doleva

(Yin and Troger, 2011).

Posledni zteorii popisuje hipokampus jako regulator jak rozhodovani, tak i jako
regulator naslednych motorickych reakci. Vykonani motorické akce je zde zavislé na
vystupech vychazejicich z vnitfnich hodin, v pfipadé SBF modelu se jedna o zavislost na mire
aktivity striatdlnich neuronl, a také na prahovych hodnotdch aktivit jinych casti mozku
(Gibbon et al., 1997; Jin et al., 2009). Mezi ty m(izZe pattit ventralni ¢i dorsomedialni striatum,
orbitofrontalni klra ¢ hipokampus (Johnson et al,, 2007). Bylo také prokazano, ze
hipokampdlni theta rytmus synchronizuje aktivitu urcitych neuron( striata (Berke et al.,
2004). Mohl by tedy timto zplsobem, nejpravdépodobnéji skrze inhibice, kontrolovat sled
akci (Yin and Troger, 2011).

Obr. 6. Grafické znazornéni prvnich dvou moznych funkcnich propojeni hipokampu v ramci SBF
modelu intervalového ¢asovani: (A) Modulace pres frontohipokampalni okruh. Hipokampus
aktualizuje a zpresnuje casové ocekavani v jednotlivych korovych oblastech a poté tuto informaci
predava striatalnim neuronlim. (B) Hipokampus ovliviiuje prah aktivace MSN budto tonickou inhibici

nebo fazickou aktivaci.

Pfevzato z Yin and Troger, 2011.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Cile

Cilem této prace bylo:

e Vyvinout Ulohu, kterd umozni v urcité mire disociovat Casové a prostorové strategie a
manipulovat s nimi.

e Studovat strategie, kterou zvifata pouzivala v Uloze AAPA v 'temné’ €asti pokusu.

o Studovat vliv latek na casovaci strategii a zjistit optimalni davky tak, aby ovlivnily

primdarné casové systémy, zatimco prostorova strategie zlistane intaktni.
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5.2 Metodika

5.2.1 Zvirata

Pro experiment 1, ktery byl pokusem pilotnim, bylo pouZzito 8 samci kmene Long-Evans
a v experimentu 2 bylo pouzZito 16 samci kmene Long-Evans. Potkani pochazeji
z akreditovaného chovu Fyziologického Ustavu Akademie Véd Ceské Republiky v.v.i. Po 2. mésici
véku byli potkani presunuti do zvéfince laboratore Neurofyziologie paméti, ve které probihal
experiment, a nasledovalo 14 dni navykaci periody. Samotny pokus byl u obou skupin provadén
ve véku 3-4 mésicl. Potkani byli rozdéleni do box( po trech, pfipadné po Etyfech zviratech.
Potkani méli po celou dobu experimentu neomezeny pfistup k vodé a krmeni (standardni
krmivo). Vlhkost a teplota (22 °C) byly konstantni. Faze svétla a tmy se stfidaly po 12 hodinach
(svételnd faze v 6:00-18:00). Po uplynuti 14denni periody bylo kazidé zvife 5 minut denné
navykano na manipulaci experimentatorem a to po dobu tfi dnl. Pokus i veskeré dalsi
manipulace se zviraty (vazeni, kontrola zdravotniho stavu, aplikace latek) probihala ve svételné
fazi dne pfriblizné ve stejnou dobu. Vazeni probéhlo na zacatku pokusu a v den habituaéni

aplikace latek z dGvodu urceni presné davky.

V pribéhu experimentu 1 dvé zvirata uhynula (v den druhé aplikace latek) a jedno bylo
vyfazeno z toho dlvodu, Ze si osvojilo pasivni strategii, ktera neumoznuje analyzu dat. Z pokusu
2 byla v pribéhu testovani vyrazena dvé zvifata - jedno vyskakovalo z arény, takie nebylo
mozné ziskat relevantni data o trajektorii zvifete, a druhé ulohu fesilo pasivni strategii (Carr et

al., 2011) a také tedy nebyla moznost prikazné analyzy.

Veskera manipulace se zvifaty byla v souladu se Zdkonem na ochranu zvirat proti tyrani

(246/1992 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist) a podle direktiv rady EU (2010/63/EC).

5.2.2 Aplikace latek

Potkani byli v obou experimentech rozdéleni do 4 skupin pro aplikaci jednotlivych latek.
Jejich rozdéleni bylo pseudonahodné — byli rozdéleni podle vykonu v uUloze na konci tréninkové
faze, ale zohlednili jsme i umisténi v boxech (tak, aby vSechna zvifata v jednom boxu nebyla ve
stejné skupiné pro aplikaci latky). Snahou bylo mit v kazdé skupiné podobné rozloZeni zvitat, co

se tyce jejich vykonu v Uloze.
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Vsechny latky byly aplikovdny intraperitonalné. Den pfed samotnou aplikaci vSechna
zvirata dostala habituacni aplikaci fyziologického roztoku (B Braun) v davce 1 ml/kg 30 minut
pred zac¢atkem sezeni. Poté ndasledovaly 4 dny, kdy byly aplikovany zvolené latky. Prvni skupina
slouzila jako kontrolni, 30 minut pred pokusem byl viem potkanim z této skupiny aplikovan
fyziologicky roztok v davce 1ml/kg. Druhé skupiné byl 30 min prfed pokusem aplikovan
haloperidol. Haloperidol byl pfedtim rozpustén v kyseliné octové (15 pl kyseliny na 1 ml
roztoku), nasledné namichan do 5% roztoku glukézy na koncentraci 0,5 mg/kg. Treti skupina
obdrZela vidy 30 min pred pokusem D-amfetamin sulfat (0,5 mg/kg) rozpustény ve
fyziologickém roztoku. Ctvrté skupiné byl poddn 60 minut pfed za¢dtkem daného sezeni D9-
tetrahydrocanabinol (THC) rozpustény v 1% TWEENu v ddvce 1 mg/kg u experimentu 1, u
experimentu 2 se ovsem tato davka druhé dva dny zvysila na 2 mg/kg kvali mozné habituaci na

tuto latku.

5.2.3 Aparatura
K obéma experimentim jsme pouZili behaviordlni ulohu , Aktivni vyhybdani se mistu” a

aparaturu nazvanou Kolotocové bludisté (Carousel maze). To je tvofeno kovovou arénou o
praméru 82 cm s prahlednym, 30 cm vysokym, plexisklem (obr.7), ktera tvofi bariéru po obvodu
arény. To zabranuje vyskakovani zvifat z aparatury, ale zaroven nebrani vyhledu do mistnosti.
Celd tato aparatura je umisténa jeden metr nad podlahou v mistnosti s jasné viditelnymi
prostorovymi distalnimi voditky (znacka na sténé, tmava zasténa, dvere apod.), tyto ukazatele
se v pribéhu experimentu neméni, ani neméni svou pozici. Aréna rotuje za standardnich
okolnosti 1 za 55 sec. V pribéhu experimentu jsme rychlost nékdy zvySovali na 1 otocku za 45
sec. Rotaci zajistuje elektromotor umistény pod arénou tak, aby se minimalizovala moznost, Ze
potkani mohou pouzZit jeho zvuk jako prostorové voditko i za tmy. Rychlost otacek je mozné

ovladat diky napéti elektromotoru z vedlejsi mistnosti.

K zatemnéni mistnosti v ,,temné ¢asti“ experimentu byl pouzit tmavy zdvés na dvere a
utésnéni ramu, prekryti klimatizace. Mistnost neméla Zadnda okna. Vypnuti a zapnuti svétla se
kontrolovalo manudlné z vedlejsi mistnosti, stejné jako rychlost rotace a el. Soky. VSechny diody

svitily infraCervenym (IF) svétlem a pro potkana tedy byly neviditelné.

Nad arénou je kamera, reagujici na infradervené svétlo, kterd snima pohyb arény pres

referencni IF diodu na okraji disku. Na zacatku pokusu umistime na zada potkana ,batlzek”,
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ktery ma na sobé druhou IF diodu, kterd monitoruje polohu a rychlost potkana a také slouzi k
udileni Sok( (obr.8). Ktomuto ucelu byla potkanovi den pred pokusem aplikovdna jehla do
volného koZniho zahybu nad lopatkami, jeji ostry konec byl odstranén a nasledné zahnut, aby
nedoslo k jeji ztraté. K jehle se potom pfipevni kovovy krokodylek, propojeny se systémem a
udilejici mirné elektrické ranky (v mozném rozmezi 0,2 mA az 0,7 mA), kdyZ potkan vstoupi do
zakdzaného sektoru na dobu delsi nez je 300 ms (obr.9). Tyto averzivni stimuli se opakuiji,

pokud zvife neopusti danou oblast do 900 ms od predchozi elektrické ranky.

Program pouZity pro tento experiment je iTrack (tracker, BioSignal Group, USA).
Umoznuje sledovani potkana a jeho polohu, uréeni sektoru na aréné, silu elektrické ranky a
periodu opakovani. Rotace arény vidy byla zapnuta manudlné zaroven se spusténim programu.
Zaznam se po ukonéeni pokusu automaticky uklada a obsahuje vSechna data potfebnd k dalsi
analyze. Ta je nasledné provadéna v open-source programu Carousel Maze Manager (Verze

0.3.5.) (Bahnik, 2013).

Strop

Infraervena

kamera -

Kabel udélujici elektrické impulzy

Pruhledna sténa z plexiskla

Potkan s pfipevnénou
mnfra¢ervenou diodou

Pocitaé

Motor otacejici arénou ¢ | \

Obr.7. Aparatura , kolotocové bludisté“. Potkan s pripevnénou infracervenou LED diodou se volné

pohybuje po plose rotujici arény.

Prevzato z Stuchlik et al., 2013
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Obr. 8. Batlzeks IF diodou pFipevnény na zadech potkana. Krokodylek vedouci k subkutalné aplikované

jehle slouzi k udileni elektrickych Sokd.

Obr. 9. Vymezeni averzivniho sektoru na aréné, obvykle v thlu 60 stupni. Sektor je pro potkana
neviditelny, rspektive neni vyznacen zadnymi pfimimi vizualnimi zbnackami. Pozice sektoru je

definovana programem iTrack (Tracker, BioSignal Group, USA). Sipka znazorfiuje smér rotaci arény.
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5.2.4 Design experimentu

Cilem téchto experimentl bylo podrobnéjsi studium strategii, které potkan pouziva na
arénce za svétla a za tmy a vyzkum vlivu danych latek v obou téchto Usecich. Aplikované latky
byly celkem ¢tyri (fyziologicky roztok, haloperidol 0,5 mg/kg, amfetamin 0,5 mg/kg a THC 1
mg/kg a v experimentu 2 druhé dva dny 2 mg/kg), kazda byla podavana stejné skupiné po dobu

3 dnl (4 dnl u exp. 2) a vSechny tyto skupiny mély schéma ulohy stejné.

5.2.4.1 Habituace

Prvni den méla zvirata 10 minut dlouhou habituaci na aparaturu. El. Soky nebyly zapnuté
a zvifata pouze volné zkoumala novy prostor. Pfi této habituaci se aréna pohybovala, aby si
zvife na tuto situaci pfivyklo a sniZil se tak stres z nezndmého prostredi. Nahravana byla pouze
lokomocni aktivita zvifat. Po dobu celého pokusu byla aréna po kazdém zvifeti umyvana, aby se

zabranilo tvorbé pachovych stop.

5.2.4.2 Faze uceni

Druhy a treti den zvifata v obou experimentech resila AAPA ulohu (viz. kapitola 4.1.4),
tedy stabilni sektor vic¢i mistnosti (uréeny mimoarénovymi ukazateli) a rotujici arénu, to vse
kazdy den 20 minut za svétla. Vzhledem k rychlému uéeni zvifat nebylo tfeba pridavat treti den
a rovnou jsme zacali s postupnym zhasindnim, design samotné ulohy zlstdval stejny. To trvalo
dalSich osm dni a zacinalo se zhasnutim po dobu 1 minuty tfikrat za jedno sezeni, aby si zvifata
navykla a postupné si zacala osvojovat novou strategii. Posledni den zhasnuti trvalo jiz 10 minut

v kuse, pfed i po ném byl 5 minut dlouhy Usek za svétla.

12. az 14. den se zvifatim stale zhasinalo na urcitou ¢ast pokusu, ale kazdy den byla
pfidana i jedna Ci dvé ze zmén (zrychlena rotace ¢i vypnuty Sok). Testovaly se zde rozdily

kognitivnich strategii za svétla a za tmy. (Podrobné;jsi schéma experimentu viz. obr. 11 a 12)

5.2.4.3 Aplikace latek

14. den nasledovala habituacni aplikace fyziologického roztoku, aby se zmirnil stres z nové
situace. U experimentu 1 byly latky aplikovany 15. az 17. den a tento pokus timto kondil, u
experimentu 2 byly latky aplikovany 15. az 18. den. Aplikace probihala vidy danou dobu pfed
pokusem jednotlivce, a testovala se jak zména chovani ve ’‘svétlé’ i ‘tmavé ’ ¢asti pokusu, tak
reakce na zménu rotace ¢i na vypnuti Soku. U experimentu 2 byl poslednim dnem den 19., kdy

se jiz latky neaplikovaly a sezeni slouZilo pouze jako testovaci.
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Kromé samotného zhasnuti byl v urcitych ¢astech pokusu vypnut el.Sok, jak za svétla, tak
za tmy, nebot hlavné za tmy elektrickd ranka muzZe slouZit jako synchronizaéni informace
(pomdaha potkanovi urcit jeho polohu na arénce). To probéhlo jednou bez aplikace latek a
jednou s aplikovanymi latkami. Dale jsme manipulovali s rychlosti rotace, abychom mohli u
zvirat s uz rozvinutou strategii urcit, nakolik je tato strategie zavisla na ¢asovani a informaci o
rychlosti arény a nakolik zavisi jen na prostorovych vizudonich u nauéenych zvirat dala |épe
posoudit pouzivana strategie, také ve dvou dnech (jeden den pred aplikaci latek a jeden den

s aplikovanou latkou).

5.2.4.4 Experiment 3 se zménou aplikovanych ldatek

Se stejnou skupinou potkand, jako byla v exp. 2, jsme po dvoumésicni pauze provedli
navazujici pokus, ktery slouZil hlavné k urceni/potvrzeni davky jednotlivych latek tak, aby byla
ovlivnéna predevsim ¢asova strategie, zatimco prostorova strategie by zlstala nezasazena. V
této dodatecné uloze budou latky aplikovany postupné viem zvifatim, coZz ndm umozni nejen
meziskupinové, ale | intraindividudlni srovnani efektu latek. Byl pouzit co nejjednodusi design,
abychom vyloucili mozné ovlivnéni dalSimi manipulacemi v experimentu (rychlost rotace, el.
Soky). Nejdrive potkani podstoupili dva dny opakovaciho sezeni a hned poté nasledovaly tfi
testovaci dny. Béhem nich se rozloZeni ‘tmavych’ a ’svétlych’ Usekli neménilo a zlstalo v
poméru 1:1. Latky se zde aplikovaly pouze druhy den, den pfed tim i den poté byl potkaniim
aplikovan fyziologicky roztok, aby se predeslo zméné vykonu kvuli stresu ze samotné aplikace.

Tento experiment stdle jesté probiha a proto zde jsou prezentovany pouze predbézné vysledky.
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5.2.5 Analyza dat

Zakladnim parametrem, ktery u této aparatury urcuje vykonost potkana, je pocet vstupt
do averzivniho sektoru. To nam ukazuje na schopnost potkana naucit se Ulohu a vyhybat se
danému mistu. Pocet elektrickych Sokili v poméru k poctu vstupli poukazuje na schopnost
potkana vcas vybavit Unikovou reakci a jeji nizkd hodnota poukazuje na dobrou schopnost uéeni
se kognitivnich dovednosti (Dockery et al., 2010). O aktivité potkana vypovida jeho celkova usla
draha, neboli rychlost, za dané sezeni. To muZe byt ovlivnéno urcitymi dadvkami farmak, které
Fedeni Ulohy i pFesto, Ze kognice zvifete je v pofadku (Petrasek et al., 2009). Cas do prvniho
vstupu do sektoru od zacatku daného sezeni mlzZe vypovidat o vice faktorech, napfiklad o
pozornosti zvifete ¢ o jeho dlouhodobé paméti. Casto sledovanym fenoménem, ktery oviem
nezhorSuje vykon zvirat, je thigmotaxe, coz je pfirozené chovani potkana, kdy se po vétsinu
pokusu drzi u stény arény. Dale lze v analyze sledovat ¢as straveny v jednotlivych sektorech

nebo maximalni ¢as mezi jednotlivymi vstupy do averzivniho sektoru.

Jako kritérium Uspésnosti v této uloze jsme analyzovali pocet vstupll do averzivniho sektoru
za minutu oddélené béhem ‘svétlé’ i ‘temné’ faze experimentu a pro porovnani pouzivanych

strategii v jednotlivych ¢astech jsme posuzovali také rychlost.

Soubory z programu iTrack byly pfevedeny do programu CM Manager, ve kterém mlzeme
vyhodnotit i jednotlivé casové Useky dle libovolného nastaveni uzivatele, coz je pro tento design
pokusu nezbytné. Tento program pak do tabulky vypocital vySe popsané hodnoty. Ndslednd
analyza téchto udaji probihala v programu GrafPad Prism 6 a Statistica 10 (StatSoft). Pro
porovnani vykonu béhem jednotlivych dni ve fazi za svétla za tmy byl pouzit GLM (zobecnény
linedrni model) v programu Statistica. U jednotlivych fazi se zménami, které byly porovnany
mezi sebou, byla pouZita jednocestna ANOVA s opakovanym méfenim v programu GrafPad a
nasledné byly mezi sebou porovnany jednotlivé zmény pomoci Tukeyho testu
s mnohondsobnym porovndnim. Pro porovndni vice dni byla pouzZita dvojcestna ANOVA

s opakovanim. Hladina signifikance byla p < 0,05.
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5.3 Vysledky

5.3.1 Experiment1
Tento experiment slouzil jako pilotni (plvodni n=8) avsak kvali Ghynu a vyrazeni zvifat
zde k celkové analyze zUstala jen mald skupina s n=5. Detailni analyza je proto provedena pro

data z experimentu 2.

Pro experiment 1 ukazujeme zde tabulku se vstupy za svétla a za tmy v den pred aplikaci
a vden prvni aplikace (obr.12). Signifikantni byla pouze interakce vstupu za svétla a za tmy (F =

245,2075, p < 0,01).

Rozdil poétu vstupl ve dni pred aplikaci a v den aplikace
4.0
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Obr. 12. Grafy zobrazujici pocet vstupli (£ SD) jednotlivych skupin den pfed aplikaci a v den aplikace

latek. Signifikantni je zde pouze rozdil ve vstupech do sektoru v ¢astech za svétla a za tmy. T— THC

skupina (n = 2); C — kontrolni skupina (n = 2); A — skupina s amfetaminem (n = 1).
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Obr. 13. Zména drahy potkana viéi averzivnimu sektoru bez aplikované latky a po jeji aplikaci.
Schéma ukazuje angularni trajektorii zvifete na aréné znazornénou jako graficka reprezentaci drahy.
Averzivni sektor je vyznacen cervenymi horizontalnimi linkami. Aktivni pohyb zvitete je smérem od 360°
k 0°, smérem opacnym je zvife pasivné vezeno otacivym pohybem arény. Spodni Ciselna osa znaci ¢as

pokusu (v minutach), ¢ervena vypli znaci Useky se zhasnutym svétlem.

Horni obrazek znazornuje drahu potkana bez aplikované latky. Pokud se draha potkana , dotkne”
Cervené linie zespodu, znamena to, Ze se potkan aktivné nepohyboval a do sektoru vjel. Pokud se ji
trajektorie dotkne zezhora, znamena to, Ze do averzivniho sektoru potkan aktivné vbéhl. Dolni obrazek
ukazuje stejné zvife, avsak po aplikaci THC (1 mg/kg). Potkan je za tmy viditelné zpomaleny, vjizdi do

sektoru, avsak za svétla je ulohu schopen i naddle resit.

5.3.2 Experiment 2
5.3.2.1 Fdze uceni

V prvni ¢asti experimentu byli potkani trénovani k feseni Ulohy aktivniho vyhybdani se mistu.
Béhem prvnich dvou dn( byli trénovani za standardnich podminek (svétlo béhem celého sezeni,
standardni rychlost rotace a negativni stimuly po vstupu do averzivniho sektoru, ktery byl
stabilni v ramci mistnosti). BEhem druhého dne tréninku byl priimérny pocet vstupt 0,85 + 0,1
a pramérna rychlost 3,54 + 0,13 m/min. Dvojcestnd ANOVA s opakovanym méfenim na faktoru

‘den’ ukazala, Ze vykon jednotlivych zvifat se signifikantné nelisi.

‘{

Béhem dalSich deviti dnl se béhem sezeni stfidalo svétlo a tma, pficemz podil této ‘temné
faze se postupné zvySoval (Béhem sedmého az devatého dne byl podil ‘temné’ faze 50%).
Signifikantni zde byl rozdil mezi dny v ¢ase do prvniho vstupu do averzivného sektoru (dojcestnd

ANOVA s opakovanim, F = 3,95582, p < 0,01) (obr. 14).
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Cas do prvniho vstupu v jednotlivych dnech tréninku
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Obr. 14. Graf ¢asu do prvniho vstupu (+ SD) do averzivniho sektoru od za¢atku daného sezeni. Pri

spravném uceni potkana se tyto hodnoty v priibéhu tréninku zvysuji.

Ddle jsme analyzovali pocet vstupl do averzivniho sektoru za minutu oddélené béhem
‘svétlé’ i ‘temné’ faze experimentu béhem celé tréninkové faze (den 3 — den 11). Béhem
posledniho dne byl za svétla primérny pocet vstupl za minutu 0,17 + 0,03 a priimérna rychlost
3,68 + 0,14 m/min. Béhem stejného dne za tmy byl primérny pocet vstupll za minutu 0,91 +
0,21 a primérna rychlost 3,80 + 0,14 m/min. Analyza ukazala, Ze je signifikantni rozdil mezi
vykonem ve tmé a ve svétle (GLM, F = 95,1110, p < 0,01) a je zde i signifikantni vliv dne (F =
2,8635, p < 0,01). Mezi témito faktory (den vs. svétlo/tma) neni signifikantni interakce (Obr.
15).

Pti analyze rychlosti ve stejnych dnech jsme ukazali, Ze je také signifikantni vliv dne (GLM, F
= 6,229, p < 0,01) a signifikantni rozdil mezi ¢astmi pokusu za svétla a za tmy (F = 64,070, p <
0,01). Zde se oviem prokazala i signifikantni interakce mezi témito faktory (den vs. svétlo/tma)

(F=9,338, p < 0,01) (Obr. 16).
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Pramérny pocet vstupu béhem faze ucéeni
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Obr. 15. Pocet vstuptll do averzivniho sektoru v jednotlivych dnech uéeni za svétla a za tmy. Zobrazen
je primérny pocet vstupll (£ SD) pro jednotlivé dny. MizZeme pozorovat vyraznou zménu béhem

prvniho a druhého dne tmy.
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Obr.16. Rychlost v jednotlivych dnech tréninku za svétla a za tmy. Zobrazena je primérna rychlost pro
vsechny testované potkany (+ SD) v jednotlivych dnech. Rychlost v ‘tmavé’ ¢asti sezeni se postupné

v ramci jednotlivych dni sniZuje k rychlosti za svétla.
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5.3.2.2 Kontrolni sezeni bez aplikace ldtek

Béhem dalsi tfi dnl podstoupili potkani tfi kontrolni sezeni, béhem kterych jsme postupné

ménili faktory: svétlo/tma; rychlost rotace a vypnuti Sok( v averzivnim sektoru (Obr. 11 se

schématem experimentu). Analyza (Jednocestnd ANOVA s opakovanym méfenim a nasledny

Tukeyho test pro mnohonasobné porovnani) ukdzala, Ze se signifikantné liSi pocet vstupl

béhem standardni faze za svétla a za tmy. Pti zrychlené rotaci se lisi signifikantné pocet vstup(

za svétla a za tmy. Pokud byl vypnuty el. Sok béhem ‘temné’ faze, lisil se pocet vstupl

signifikantné od poctu vstupl béhem standardni svétlé faze i béhem svétla se zvySenou rotaci

nebo vypnutym Sokem (Obr. 17 a 18).
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Obr. 17. Tabulka signifikantnich
interakci mezi jednotlivymi

zménami.

A

- zaply 2ok, @ - wyply 2ok

IR- zrychlena rotace

Obr.18. Vysledna rychlost a
primérny pocet vstupl do sektoru
v jednotlivych fazich. Zobrazen je
primér vsech potkan( se
smérodatnou odchylkou. Zmény
oproti normalnim Useklm za svétla
a za tmy byly méreny v jednotlivych
dnech, hodnoty bez zmén jsou
primérem vsech téchto mérenych

dni.
C. tma, ﬁ - svétlo

A - zaply Sok, @ - vyply Sok

IR - zrychlenad rotace




5.3.2.3 Faze aplikaci ldtek

Béhem této faze byli potkani rozdéleni pseudondahodné do étyr skupin a byly jim aplikovany
latky: fyziologicky roztok, haloperidol, THC a amfetamin po dobu 4 dni. BEéhem této faze se
v kazdém sezeni stfidala faze svétla a tmy, v nékterych sezenich jsme navic manipulovali s
rychlosti rotace a nebo jsme vypinali el. Soky v averzivnim sektoru. Design experimentu byl
stejny jako ve dnech 10. az 13., kdy nebyly podavany latky (obr. 11). Analyzovali jsme priimérny
pocet vstupl daného zvifete do averzivniho sektoru za minutu oddélené béhem ‘svétlé’ i
‘temné’ faze experimentu. V sezenich, kdy dochazelo ke zménam rotace a el. Sokd, jsme

pramérovali jen hodnoty ze standardnich ¢asti sezeni.

Analyza ukazala, Ze béhem ctyfdenni faze je signifikantni efekt dne (GLM, F = 6,09763, p <
0,01) a signifikantni efekt svétla/tmy (GLM, F = 37,84196, p < 0,01), analyza vSak neprokazala
signifikantni efekt latky. Béhem svétlé faze byl pocet vstupll stabilni, ke zménam dochdzelo
predevsim béhem faze za tmy. Analyza vSak ukazala signifikantni interakci mezi latkou a dnem

(GLM, F = 2,49671, p = 0,029) (obr.19).

Pocet vstupu v jednotlivych dnech aplikace u jednotlivych skupin
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Obr.19. Grafy poctu vstupi jednotlivych skupin v jednotlivych dnech s aplikaci latek. KaZzdy jednotlivy
den tvori samostatny graf, ktery zobrazuje vykon jednotlivych skupin (£ SD). C - kontrolni skupina; H —
skupina s aplikovanym haloperidolem; A — skupina s aplikovanym amfetaminem; T — skupina s aplikaci

THC.
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5.3.2.4 Experiment 3 se zménou aplikovanych Idtek

V dodatecné casti experimentu byly sledovany pouze tfi nasledujici dny, pokazdé s aplikaci
jiné latky. Béhem téchto tfi dnl byly druhy den aplikovany latky (amfetamin v davce 0,5 mg/kg,
n = 4; haloperidol ve stejné davce, n = 4; fyziologicky roztok, n = 6). Signifikantni byla interakce
dne se skupinami (F = 2,91419, p = 0,044) a na pomér vstupu za svétla a za tmy (F = 5,30973, p =
0,013) (obr. 20).
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Obr. 20. Pocet vstupli v jednotlivych dnech s jednodenni aplikaci latek. Druhy den byly aplikovany
latky. Kazdy jednotlivy graf zobrazuje dany den a prliimérny pocet vstupl pro jednotlivé skupiny v
tomto dni (£ SD). A - skupina s aplikaci amfetaminu; C — kontrolni skupina (aplikace fyziologického

roztoku); H- skupina s aplikaci haloperidolem.
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6 Diskuse

V experimentu 2 jsme zkoumali kognitivni strategie potkana zapojené za ‘svételné’ a za
‘temné ’ ¢asti pokusu. Dale jsme studovali efekt vybranych farmak na strategii pouzivanou za
tmy, o které predpokladdme, Ze je prevainé ¢asova. Poté, co si zvifata osvojila Ulohu a dokdazala
ji fesit jak za svétla, tak za tmy, jsme vybranym skupindm zvirat aplikovali haloperidol v ddvce
0,5 mg/kg, amfetamin sulfat v davce 0,5 mg/kg a THC prvni dva dny v davce 1 mg/kg a u druhé
dva dny v davce 2 mg/kg.

Vysledky pokusu ukazuji, Ze zvifata pouZivaji rozdilné strategie za svétla a za tmy.
Aplikace latek v téchto davkach vsak neukdzala signifikantni naruseni ¢asové strategie, i kdyz

urcity trend byl pozorovatelny.

Prvni dva dny, kdy potkani pouze resili klasickou AAPA ulohu za svétla, se ucili bez
problému, ve druhém dni tréninku byl pocet vstupl signifikantné nizsi, nez prvni den, a zaroven
se neprokazal signifikantni rozdil mezi jednotlivymi zvifaty. Ndsledovalo dalSich osm dni, kdy
jsme potkandm zacli na urcitou dobu daného sezeni zhasinat. Tyto intervaly za tmy se postupné
prodluzovaly, az byly posledni tfi dny v poméru 1:1 k Usek(lim za svétla. To mohlo byt didvodem,
pro¢ se od druhého dne neukazuje vyraznéjsi snizeni primérnych poc¢td vstupl za tmy, nebot
zaroven s tim, jak se potkani uci, tak se Uloha stdva slozitéjsi. Tuto hypotézu podporuje také
fakt, Ze i pres malo vyrazné zlepSeni v poctu vstupl se potkani zlepSovali v ¢ase do prvniho
vstupu. To, Ze si osvojili efektivni strategii ve ’tmavych’ Usecich, prokazuje i navazujici
experiment 3 se stejnymi zviraty (viz. kapitola 5.3.4) po dvoumési¢ni pauze. Vykon téchto

potkand je stabilni a v rdmci dni se jiZ neméni.

Béhem inicidlniho tréninku se pocet vstupu pfi zhasnuti a ve svétle signifikantné lisi, coz
ukazuje na poutiiti odlisnych kognitivnich strategii. Rychlost potkana na aréné v jednotlivych
Usecich se liSila hlavné na zacatku pokusu, kdy zvifata ve tmé neméla dosud vyvinutou strategii,
a postupné se tato rychlost bliZila rychlosti za svétla (ta byla v ramci jednotlivych dni vice

konstantni), coz také svédci pro nauceni efektivni strategie.
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V dalsi ¢asti experimentu 2, kterd trvala tfi dny, jsme zkoumali vykon potkan( pfi rizné
zménénych podminkach. To v obou ¢astech pokusu (za svétla i za tmy) zahrnovalo zrychleni
rotace arény a v jinych Usecich naopak vypnuti Soku. Tyto manipulace jsme provadéli, abychom
mohli ovéfrit, jaké informace potkani pro reseni Ulohy za jednotlivych podminek (svétlo/tma)
pouzivaji. Vysledky nam potvrdily, Ze zvifata za svétla vyuZivaji hlavné prostorovd voditka v
ramci mistnosti a na ¢asové sloZce a alternativnich strategiich jsou zavisla minimalné, nebot pfi
zrychleni rotace a stejné tak pfi vypnuti el. Soku nebyl signifikantni rozdil od standardnich
usekl. Samotny Sok pro né tedy neni synchroniza¢ni informaci pro reseni ulohy za svétla, ale

zakladnim vstupem je prostorova informace.

Signifikantni rozdil se prokazal mezi ‘svételnou‘ a ‘temnou‘ fazi pti vypnuti Soku (v obou
pfipadech), coZ naznacuje, Ze Sok byl pro potkany béhem temné faze dlleZitym
synchronizaénim faktorem a umoznil tak lepsi pouZiti ¢asové strategie, narozdil od ¢asti za

svétla.

Pocet vstupll za tmy se zvySenou rotaci arény byl vyssi (obr. 14), i kdyZ zde nebyl
prokazan signifikantni rozdil. To mohlo byt zplsobeno i vetSim rozptylem hodnot v ‘tmavé‘ ¢asti

se zvySenou rotaci.

Tato zjisténi dohromady ukazuji, Ze zménéna rychlost rotace ¢&i vypnuty Sok narusi
kognitivni strategii, kterou si potkan osvojil pro fesSeni Ulohy ve tmé. Je zde tedy patrné pouziti
rozdilnych strategii za svétla a za tmy a také to, Ze strategie za tmy je na rozdil od strategie za
svétla mnohem vice zavisld na ¢asovani, nez na prostorovych voditkach, jak je tomu pravé u

‘svétlé’ Casti.

Dalsi fazi pokusu 2 byla aplikace farmak. Nasim cilem bylo urcit davky tak, aby idealné
narusily pouze casovaci strategie, ale ne strategii zaloZzenou na prostorovych ukazatelich.
Jednalo se o haloperidol v davce 0,5 mg/kg, D-amfetamin sulfat v davce 0,5 mg a THC prvni dva
dny v davce 1 mg/kg a druhé dva dny v davce 2 mg/kg. Davky jsme urcili na zakladé drivéjsiho
pokusu (viz. obr. 13) a také na zakladé reSerSe praci, které se zabyvaji témito latkami v
souvislosti s intervalovym €asovanim ¢i prostorovou orientaci. Pouze misto metamfetaminu,
kterému se vétsSina praci na toto téma vénuje, byl zvolen D-amfetamin sulfat, nebot ma stejny

ucinek a pro nasi laborator byl v dobé pokusu dostupnéjsi.
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Nasim predpokladem bylo, Ze dojde ke zpomalenému vnimani ¢asu za tmy u zvifat s
aplikovanym haloperidolem a THC a naopak ke zrychlenému vnimani ¢asu u skupiny s
aplikovanym amfetaminem. Avsak analyza poctu vstupu prokdzala pouze signifikantni efekt dne
a signifikantni interakci mezi dny a jednotlivymi skupinami latek, interakce vstupu za svétla/tmy
a skupin latek signifikantni nebyla. To mohlo byt zplisobeno riznymi faktory: napfiklad znacné
zmény (zrychlena rotace, vyply Sok) v jednotlivych dnech pred aplikaci i v ramci dvou dni s
aplikaci farmak, coZz mohlo ovlivnit vykon i ve standardnich ¢asovych Usecich pokusu. Mohl se
liit i efekt dané davky. Ucinek latky a jeji ddvkovani se mize lisit i podle kmene laboratornich
potkant, kterym je aplikovana, coz muize byt jeden z dlvod(, pro¢ se ucinky mirné lisi od

vysledk( popanych v literarnich pramenech.

Rozhodli jsme se proto po dvoumésicni pauze ovéfrit efekt vybranych latek (experiment
3). Pouzili jsme plvodni, jiz natrénovana zvifata, ktera uz maji vyvinuté funkéni strategie, a
béhem experimentu je kazdy den stejny pomér ‘svétlé ’ a ‘tmavé ’ ¢asti pokusu, nedochazi k
zadnym modifikacim (zména rychlosti, vypnuti Sok(). Testuji se zde rlizné davky a a jejich vliv na

jedince. Tento dodateény pokus stdle probiha, proto zde prezentujeme jen predbéiné vysledky.

mistnosti a obcasny pronikajici hluk z chodby. Mira zatemnéni od jakychkoliv svételnych
artefaktld byla kontrolovana fotoaparatem s vysokou clonou, mistnost neméla zZadna okna a
dvere byly krom utésnéni rdmu prekryty tmavym zdvésem. VSechny diody na aparature byly
infraCervené a tedy pro potkana neviditelné. Vliv ldtek na motoriku a ovlivnéni prostorovych
strategii bylo testovano béhem useku za svétla. NemUzZeme zcela vyloucit, Ze si béhem ‘temné‘
Casti experimentu potkani neosvojili jesté dalsi voditka (naptiklad stdly, pro nds neslysitelny
hluk, ktery vydava aparatura), nicméné kontrolni sezeni ukazala, Ze predpokladané informace —

tedy rychlost rotace a Soky, coby synchronizaéni vstupy, mély na feseni zasadni vliv.
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7 Zaveér

Zpracovani Casové a prostorové informace sice v mozku zajistuji odliSné oblasti a
mechanismy, avSak nalezneme mezi nimi ¢etnd spojeni. Testovani této interakce a vyvoj
vhodnych uloh, které pomohou tyto slozky testovat jak oddélené, tak spolecné, mohou
zefektivnit budouci vyzkum fady neurodegenerativnich ¢i psychiatrickych onemocnéni. Proto je

nasi snahou vytvofit vhodnou ulohu k testovani rliznych animalnich modeld.

V experimentalni ¢asti jsme demonstrovali, Ze stfidani tmy a svétla pfi reSeni AAPA
ulohy je plausibilni model pro studium prostorové a ¢asové strategie v jedné Uloze. Prostorova
voditka jsou hlavnim prvkem strategie pouZivané za svétla, avSak za tmy jiz ztraceji na své
dlleZitosti. V této fazi nejpravdépodobnéji hraje hlavni roli ¢asovani a usla draha, nebot zvife
nema moznost orientovat se podle distalnich prostorovych voditek, ale zaroven je schopno i
v této fazi udrZovat pomérné stabilni a funkéni strategii. Dale jsme ukazali, Ze ¢asova strategie
je nachylnéjsi k ovlivnéni fadou latek, zatimco prostorovd strategie je pfi stejnych davkdach
stabilni. Pfedmétem dalSiho zkoumani je tedy pfesna titrace davek a nastaveni optimalniho

tréninkového protokolu.
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9 Dodatky

9.1 Aparatura Arénomat

Vzhledem ke komplexnosti ¢asoprostorovych uloh byl v laboratofi Fyziologie paméti
Akademie véd Ceské Republiky v.v.i. vytvofen novy program umoZfujici snadnou manipulaci
s fadou parametr(i na kruhové aréné jak v ramci prostorovém, tak v ramci ¢asovém (stfidani
svétla a tmy, zména rychlosti rotace arény, manipulace s pozici a velikosti averzivniho sektoru,
zména intenzity el. Sokl). U programu iTrack, ktery je v laboratofi obvykle vyuzivan, je mozné
nastavit pouze sektory (stabilni ¢i rotujici) a jejich velikost, silu elektrické ranky ¢i jeji uplné
vypnuti a délku pokusu. Avsak rotace arénky a rychlost otacek, zapnuti a vypnuti svétla ¢i
vhazovani pelet jiz bylo nutné spoustét ru¢né. Aparatura Arénomat umoziuje sjednoceni vSech
téchto akci do jednoduchého programu a dava tak mozZnost slozitéjsich nastaveni designu uloh
a vétsi presnost vSech ukon(l. Autorem tohoto programu je Tomas Mladek, autorka diplomové
prace programuje a designuje nové experimenty, Uzce spolupracuje na vyvoji aparatury a

testuje jeji funkénost pro budouci pouziti v asoprostorovych experimentech.

9.1.1 Technické specifikace

Program zajistujici nastaveni Ukonl na aréné a sledovani zvifete je psan
v programovacim jazyce C++ s pouzitim frameworku Qt a knihovny OpenCV, diky které je
zpracovavan obraz. Z této knihovny byl jeden algoritmus (slouzici k detekci ¢ernobilych bod)
pfejat a druhy autor programu napsal sam. Autorlv algoritmus umozZiuje detekci barevnych
bodld pro vypocitdvani orientace sledovaného objektu a je zaloZen na filtrovani obrazu
v barevném prostoru podle saturace a hodnoty. Pokud se tedy v obrazku najdou dost velké
spojité plochy, tak se zpridméruje jejich velikost a zjisti se jejich barva. Nasledné jsou rozliseny 4
razné body v arénce a timto se vypocita orientace sledovaného objektu. Detekce potkana je

zajistovana stejné jako u programu iTrack srze infracervenou diodu.

Soucast zajistujici komunikaci programu s perifernimi Ukony je Arduino, coZ je
hardwarovd komponenta, kterd vysild prikazy na periferii (v naSem ptipadé ovladani rotace
arény, svétla apod.). Jeho naprogramovani bylo pfizplsobeno potfebam dané aparatury.

S programem Arénomat komunikuje pfes 3-bytovy binarni protokol, pres ktery probihaji
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vSechny prikazy pro ovladani ukonl na periferii. Veskery software je volné dostupny na

strankach github (https://github.com/fgu-cas/kachna-tracker).

9.1.2 Prehled moZnych akci a naprogramovani aloh

Prvni ze zdlozek programu umoZniuje nastaveni parametrl experimentu (obr. 21). To
zahrnuje vSe od typu ulohy, délky pokusu, nastaveni averzivniho stimulu ¢&i nastaveni jména
souboru. Jako dalsi je potfeba v zaloZce , Actions” nastavit samotny design uloh (obr. 22). Toto
umoznuji tfi oblasti — , Areas” slouzici k naprogramovani danych sektord, ,Actions” zajistujici
libovolné akce od Sokl v averzivnim sektoru po vypusténi pelety z krmitka a jako posledni je zde
¢ast ,Counters”, ktera umoznuje nastavit ¢asové parametry a rizna pocitadla pro dany pokus.
Samotny epxeriment se pak spusti v zalozce ,Tracking”, kde v realném ¢ase vidime pohyb
potkana po aréné, pocet vstupl do daného sektoru a ¢as od zacatku pokusu do prvniho vstupu
do sektoru (obr. 23). Intenzita elektrického Soku je zde v pribéhu celého pokusu nastavitelna.
Pokud program Spatné snimd diodu zvirete, zacne pribyvat pocet Spatnych obrazl (bad frame).
Vysledky budou zapsany do textového souboru, s kterym je mozné dale pracovat pres program

Carousel Maze manager.

% Configuration Window s

General Video Tracking Actions

Length

- Send shock to control-box
Stop experiment after timeout Output synchronization signal [ tnverted

Y 2NOCK parameters
Fault Recove Shock parameters

| Experiment parameters Qutput Signal
Mode Rat +Robot Aveidance v || icoms = Refresh list STATUS: NOT WORKING

On alarge skip Ignore point ¥ | | Initial shock level ‘D,} mA

Minimal skip distance I 16px |+ | | Duration ‘EDD ms

Inter-shock delay ‘ZUD ms

Bad frame time-out |2,0 s =

Entry latency ‘700 ms

Logging

Refractory delay ‘1000 ms

Lo ECNEOREQRED

Output directory |D:,i' Browse...

Default filename |exp_22_arena4 |

System parameters
Update period “100 ms = |

Olay Apply Revert

Ill

Obr. 21. Hlavni zalozka ,,General“. Zde probiha zakladni nastaveni parametr pokusu. Samotny design

Uloh pak probiha v zalozce ,Actions”.
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% Configuration Window @J EM

General | video [ Tracking | Actions |
Areas Actions I
Title anchor Position Enabled Trigger action Settings
zonakmika  [Arenafiame ¥ | [ set.. | [¥] Enabled x | [zonakmta  +][sheck ] Set... x|
+ | [z0na kemitka | [setstate -] Set... L x|
[zonakmitia  ~| [setstate -] Set... x|
[prodieva | [setstate -] Set... J x|
[ + )
|
|
(]
Counters
Title Limit Frequency Enabled
prodieva ) B 105 2] [ Enabled |
+ ]
(]
i
|
|

Obr. 22. Zalozka , Actions” zobrazujici jedno zmoZnych nastaveni ¢asoprostorovych uloh.

lj:} Kachna Tracker = [m] x
Filz  View Configuration

Encountere u
Shuks 0
Firct znocc fime 0 2

Shockleve  [2,0mA |2

5oad Tzmez | fleri=nc

Bad frames | e |

- 0% Slarlfs op experinen|

Obr. 23. Sledovani potkana pfi pokusu. Kamera zjednodusené zobrazuje arénu a drahu potkana, ale je
mozné ji prepnout i na redlny obraz z kamery. V této ¢asti je mozné béhem pokusu pfenastavit intenzitu
el. Soku a sledovat pocet chybnych obraz(, coz nas informuje o spravnosti nastaveni intenzity diody
potkana.
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