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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této prace bylo ur¢it zmény v neurondlni aktivité anteriorni cingulatni kary
(ACC), orbitofrontalni kiry (OFC) a medidlni prefrontdlni kiry (MPC) potkant
senzitizovanych agonistou D2/D3 receptort quinpirolem (QNP) béhem explorace obohaceného
otevien¢ho pole. Béhem experimentu byly taktéz vyhodnoceny zmény v chovani potkant
vyvolané senzitizaci QNP a srovnany s pfedchozimi vysledky.

K experimentu bylo vyuzito 22 dospélych samct potkani kmene Long-Evans.
Poloving potkanii byla kazdy den podavana subkutanni injekce quinpirolu v davce 0,5 mg/kg,
zatimco druhé poloviné potkanti byl podavan fyziologicky roztok. Ob¢ skupiny absolvovaly
10 habituaénich sezeni v otevieném poli obohaceném o dva kovové objekty. Chovani potkanti
bylo nahravdno a byly ziskany data o lokomocni aktivité a frekvenci navstév zon arény.
Jedenécty experimentdlni den cast QNP senzitizovanych a kontrolnich zvifat explorovala
obohacené oteviené pole (t = 5 minut), zatimco druha ¢ast potkani byla ponechana jako klecova
kontrola. Thned po skonceni experimentu byla pokusna zvitata dekapitovana a extrahované
mozky byly kryoprezervovany. Za ucelem vizualizace neuronalni aktivity ACC, OFC a MPC
byla na ultratenkych fezech ziskané mozkové tkané provedena Arc fluorescenéni in situ
hybridizace a byly ziskany podily Arc exprimujicich neuronti jednotlivych oblasti.

V souladu s predchozimi vysledky 1 vnaSi studii vedla senzitizace QNP
k signifikantnimu nartstu lokomoce a frekvence navstév zon arény. Quinpirolem senzitizovana
zvitata vykazovala Casové¢ stabilni rozdily v preferenci jednotlivych zén. Pozorovali jsme
signifikantn¢ zvySeny podil Arc exprimujicich neuroni v OFC QNP senzitizovanych potkant.
Tyto rozdily v expresi Arc neuronit OFC byly dany vysokou bazalni expresi Arc u QNP
senzitizovanych zvifat. V ACC a MPC nebyly pozorovany signifikantni rozdily v podilech Arc
exprimujicich neuront QNP mezi QNP senzitizovanymi a kontrolnimi potkany. Vysledky této
studie naznacuji, Zze quinpirolem indukované kompulzivni kontrolovani neni reflektovano
zménami v aktivitich OFC a ACC, struktur implikovanych v patofyziologii OCD, avSak bazalni

aktivita neuronit OFC je zvySena samotnym podanim QNP.

Kliova slova: obsedantné-kompulzivni porucha, quinpirol, neuroanatomické korelaty,
animalni model, dopamin, Arc, geny s ¢asnou expresi (IEG), fluorescen¢ni in sifu hybridizace
(FISH)



ABSTRACT

The main aim of this study was to determine the changes in neuronal activity of anterior
cingulate cortex (ACC), orbitofrontal cortex (OFC) and medial prefrontal cortex (MPC) in rats
sensitized to D2/D3 receptor agonist quinpirole (QNP) during exploration of enriched open
field arena. During the experiment, the evaluation of behavioural changes induced by quinpirole
sensitization were also assessed and compared to previous results.

For the purpose of this study, twenty-two adult male Long-Evans rats were used.
The half of the rats was sensitized to QNP by receiving daily subcutaneous injections
of quinpirole (0,5 mg/kg) while the other half received saline. Both groups were habituated
for ten days to open-field arena enriched with two metal objects. The behaviour of animals was
videotaped and the data about locomotion and the number of visits of each locale was obtained.
On the eleventh day, the part of saline and quinpirole treated groups explored the open-field
arena (t = 5 min) while the other two subgroups were left as respective cage-controls.
Immediately after the end of experiment, all rats were sacrificed, and the extracted brains were
cryopreserved. To determine the changes in neuronal activity of selected brain regions,
fluorescence in situ hybridization of immediate early gene Arc was performed on the brain
tissue of sacrificed rats and the proportion of neurons expressing Arc mRNA were obtained.

In agreement with previous studies, QNP sensitization led to the significant increase
of locomotion and the checking behaviour compared to controls. Quinpirole sensitized animals
displayed temporally stable preference of locales. We observed a significant increase
in proportion of Arc expressing neurons of OFC of QNP sensitized animals. These differences
in expression of Arc in OFC were caused by high baseline expression of QNP sensitized
cage-controls. There were no significant differences in proportions of Arc expressing neurons
in MPC or ACC in QNP sensitized animals compared to controls. The significant changes rather
than by elevated Arc expression during compulsive checking. The results of this study suggest
quinpirole induced compulsive checking is not reflected in altered activity of OFC and ACC,
structures implicated in OCD pathophysiology. The injection of QNP, however, increases

the baseline activity of OFC neurons.

Key words: obsessive-compulsive disorder, quinpirole, neuroanatomic correlates, animal
model, dopamine, Arc, immediate early genes (IEG), fluorescence in situ hybridization (FISH)
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1 uvoD

Obsedantné¢ kompulzivni porucha (OCD) je rozSifend neuropsychiatrickd porucha
charakterizovana vyskytem obsesi a/nebo kompulzi. OCD je spojena se snizenou kvalitou
osobniho a pracovniho Zzivota pacientil i jejich blizkych. Dopady na zivot pacientli jsou
tak rozsahlé, ze byla OCD Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) v roce 2001 zafazena
mezi 20 hlavnich pfi¢in disability jedincti ve véku 15-44 let. 1 ptfes rozsadhly vyzkum
terapeutickych intervenci jsou v soucasnosti moznosti 1é¢by tohoto onemocnéni pouze
omezené a jejich GspéSnost neni prili§ vysoka.

K vyzkumu novych a efektivnéjSich moznosti 1é¢by OCD pfispivaji dobie
definované a detailné charakterizované animalni modely. Jednim z takovych animélnich
modeli OCD je model chronické administrace agonisty dopaminovych receptort typu
D2/D3 quinpirolu (QNP) laboratornim potkaniim, ktery u potkant vyvoldva chovani
pfipominajici kompulzivni kontrolovani pacienti s OCD. Chovani QNP senzitizovanych
potkanti bylo v minulosti jiz zvelké casti detailné popsano (pro piehled viz
Szechtman et al., 2001), dosud vSak nebylo specifikovano, zda je kontrolovani potkanti
stabilni v Case, ani zda toto kontrolovani souvisi s abnormalni aktivitou stejnych oblasti
mozku, jako u pacientti s OCD.

V behavioralni casti této prace jsme se zamétili na replikaci pfedchozich vysledkt
popisujicich lokomoc¢ni a behaviordlni senzitizaci pii chronické administraci QNP
a na charakteristiku temporalni stability kontrolovani u QNP senzitizovanych potkant.
V histochemické ¢asti diplomové prace byla zmapovana aktivita oblasti anteriorni cingulatni
kiry (ACC), medidlni prefrontalni kiry (MPC) a orbitofrontalni kiiry (OFC) pfi exploraci
obohaceného otevieného pole QNP senzitizovanymi potkany. Tyto oblasti jsou soucasti
frontostriatalnich okruhti, pficemz dysfunkce fronto-striatalnich okruhii byla implikovana
v patofyziologii OCD na zaklad€ klinicko-patologickych a neurozobrazovacich studii.
Pokud by byly symptomy kompulzivniho kontrolovani vykazované QNP senzitizovanymi
potkany mediovany zménami aktivity stejnych struktur, jako u pacientti s OCD, pozitivné

by to pfispé€lo ke konstrukéni validité tohoto modelu.



2 OBSEDANTNE-KOMPULZIVNI PORUCHA

2.1 Obecna charakteristika onemocnéni

Obsedantné-kompulzivni porucha (OCD, synonymum obsedantné-nutkava porucha)
je celosvétoveé rozsifena neuropsychiatrickd porucha charakterizovana ptitomnosti
obsedantnich symptomi a/nebo kompulzivniho jednani. Obsedantni symptomy
jsou definovany jako opakovanég se vracejici a perzistujici rusivé myslenky, které u pacientt
vyvolavaji tzkost <¢i tisent. Pacient obsedantni symptomy ignoruje, suprimuje
nebo je neutralizuje provadénim kompulzivniho jednani. Kompulzivni jednani je definovano
jako: (1) repetitivni ¢innosti ¢i mentalni pochody, které pacient vykondva na zakladé
rigidnich pravidel a/nebo obsesivnich symptomi; (2) ¢innosti vykonavané pacientem
v prevenci obavané udalosti, které vSak nejsou realisticky s obavanou udalosti asociovany
nebo jsou vykonavany excesivné (DSM-V).

Dle epidemiologickych dat je prevalence perzistujici formy OCD piiblizné 2 — 3 %
(Ruscio et al., 2010; Subramaniam et al., 2012) K nastupu onemocnéni dochazi nejcastéji
v détstvi (ptiblizn€ 30 — 50 % ptipadh (Zohar, 1999)) ¢i v rané dospélosti. Primérné dochazi
k nastupu onemocnéni ve 21 letech (Subramaniam et al., 2012). OCD se Cast¢ji vyskytuje
u zen nez u muzu (2,1 : 1), stejné tak perzistujici formy onemocnéni jsou Castéjsi u zen
(2,2 : 1) (Ruscio et al., 2010). OCD je spojena se zhorsenou kvalitou osobniho Zivota
pacientil, kdy pfiblizn€ 70 % pacient udava, ze jim porucha zptsobila obtiZze v rodinnych
vztazich (Koran, 2000). OCD interferuje i s pracovnim Zivotem pacientil. Pfiblizné 38 %
pacienti s OCD popisuje, ze bchem svého pracovniho Zivota nebyli v disledku
symptomatickych projevit OCD schopni po dobu delSi nez rok vykonavat své zaméstnani
(Hollander et al., 1998). Vice nez 30 % pacientli udava, ze béhem svého zivota premysleli
o sebevrazd¢ (Torres et al., 2011).

Prozatim nebyly popsany pifimé pfi¢iny vzniku OCD. Na rozvoji onemocnéni se vSak
nejspiSe podili mnoZstvi genetickych a environmentalnich faktori. D&divost symptomul
OCD se pohybuje v rozmezi 25 — 30 % (Arnold et al., 2018). Nejcastéji diskutovanymi
environmentalnimi faktory jsou zanétlivé procesy (Mell et al., 2005) a traumatické Zivotni
udalosti (Cromer et al., 2007).

Terapie OCD je v praxi nejcastéji provadéna farmakologickymi (klomipramin,
selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu atd.) a nefarmakologickymi

(napf. terapie expozici a prevenci odpovedi, kognitivné-behavioralni terapie aj.) lé¢ebnymi
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ptistupy. Ke zlepSeni projevii symptomi nastava pramérné ve 25 — 74 % ptipadi v piipade
nefarmakologickych a ve 20 — 30 % pripadd v ptipad¢ farmakologickych ptistupii
(Eddy et al., 2004). U 22 — 39 % pacientii absolvujicich terapii dochazi k remisi
(Eddy et al., 2004; Eisen et al., 2013), avSak u cca 59 % téchto pacientti dochazi po Case
k relapsu nemoci (Eisen et al., 2013).

Diagnostika OCD v Ceské republice je v souasnosti provadéna dle Mezinarodni
statistické¢ klasifikace onemocnéni a piidruzenych zdravotnich problému, 10. revize
(MKN-10), kterda vychdzi z International Classification of Disorders, 10th revision
(ICD-10). Pfevazné na Americkém kontinentu je diagnostika OCD provadéna pomoci
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth edition (DSM-V). Stupen
zévaznosti symptomi OCD je hodnocen pomoci diagnostickych $kal, napt. dle Yale-
Brownovy obsedantné-kompulzivni §kaly (Y-BOCS) (Wayne K. Goodman et al., 1989) ¢i
jeji détskeé verze (CY-BOCS) (Scahill et al., 1997). Diagnostické kritéria dle ICD-10 pro
OCD jsou pro piehlednost shrnuta v Tabulce 1.

DIAGNOSTICKA KRITERIA OCD (ICD-10)

1. Pfitomnost obsedantnich symptomti a/nebo kompulzivniho jedndni po vétSinu dni
minimaln€ dvou po sobé jdoucich tydni.

2. Obsedantni symptomy musi mit ndsledujici spole¢né rysy:
e Pacient rozpoznava obsedantni symptomy jako své vlastni myslenky ¢i vnitini
impulzy.
Prozivani obsedantnich symptomi neni pacientovi samo o sob¢ piijemné.
Pacient se snazi obsedantnim myslenkam brénit. Existuje alesponn jeden
obsedantni symptom, kterému se pacient brani neuspesne.
e Myslenky, pfedstavy ¢i vnitini impulsy se nepiijemnée opakuji.

3. Obsedantni a/nebo kompulzivni symptomy vyvoldvaji nepiijemné pocity/tisen
a/nebo narusuji socialni a pracovni Zivot pacienta.

4. Obsedantni a/nebo kompulzivni symptomy nejsou diisledkem jiné duSevni poruchy
(F20 — F29), poruchy nalady (F30 — F39) ani uzivani 1éka ¢i omamnych latek.

Tabulka 1 - Diagnosticka kritéria OCD. Pfevzato a upraveno dle World Health Organization (1993).

Diagnostiku OCD komplikuje vyskyt fady pfidruzenych onemocnéni. Nej¢astéjSimi
komorbiditami OCD jsou generalizovana uzkostnd porucha (Ruscio et al, 2010;
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Subramaniam et al., 2012), tiky (Bokor & Anderson, 2014; Pallanti et al., 2011), depresivni
porucha (Pallanti et al., 2011; Subramaniam et al., 2012), Tourettiiv syndrom (Bokor &
Anderson, 2014), bipolarni porucha (Pallanti et al., 2011; Subramaniam et al., 2012)
¢i schizofrenie (Pallanti et al., 2011). Symptomy OCD se objevuji také u pacientti s lézemi
inferiorni parietalni kury (Simpson & Baldwin, 1995), orbitofrontdlni kiry
(Ogai et al., 2005), prefrontalniho laloku (Berthier et al., 1996), bazalnich ganglii (Carmin
et al., 2002) ¢i nucleus caudatus (Berthier et al., 1996).

Jelikoz diagnostické manudly vyuzivané k diagnostice OCD (DSM-V, ICD-10)
pacienty dale nediverzifikuji dle charakteru obsedantnich symptoma ¢i kompulzivniho
jednani, vyuzivaji se k popisu interindividualnich rozdilti mezi pacienty dimenze symptomu
(SD) vychazejici z multidimenziondlniho modelu OCD (Mataix-Cols et al., 2005).
Dle meta-analyz faktor-analytickych studii jsou rozliSovany tii nejcastéjsi SD: dimenze
obsesi/kontrolovani, dimenze symetrie/tfidéni a dimenze kontaminaci/¢isténi (Bloch et al.,
2008; Mataix-Cols et al., 2005). SD jsou v pribéhu Zzivota pacient relativné stabilni.
Ke zménam symptomt dochazi vétSinou v ramcei jedné SD, pfesmyky mezi SD jsou pouze
vzacné (Rufer et al., 2005). SD jsou asociovany s predikci odpovédi na farmakologickou
1 behavioralni 1écbu (Mataix-Cols et al., 2002, 1999). Dimenze OCD a s nimi korelované

symptomy OCD jsou pro piehled uvedeny v Tabulce 2.

DIMENZE OCD OBSESIVNI/KOMPULZIVNi SYMPTOMY

obsese kontrolovanim, obsese agresi, obsese

Dimenze obsesi/kontrolovani . . .
naboZzenskou ideologii

obsese symetrii, provadéni repetitivnich rituald, obsese

Dimenze symetrie/tfidéni et e s .
pocitanim, obsese tfidénim a aranZzovanim

Dimenze kontaminace/Cistoty | obsese kontaminacemi, kompulzivni ¢isténi

Tabulka 2 - Dimenze OCD a obsedantni symptomy/kompulzivni jednani korelujici s pfislusnou
SD. Vytvoreno a upraveno na zakladé dat Mataix-Cols et al. (2005) a Van Den Heuvel et al.
(2009).



2.2 Animalni model kompulzivniho kontrolovani

Animalni modely jsou obecné definovany jako ,,vyzkumné procedury provedené
u jednoho zivocisného druhu za ucelem studia specifického fenoménu objevujiciho
se u jiného zivoc¢isného druhu (McKinney, 2012, str. 212). Nové terapeutické ptistupy 1é¢by
neuropsychiatrickych onemocnéni se z velké ¢asti opiraji prave o vyuziti animalnich modelt
napodobujicich behavioralni projevy téchto onemocnéni (Albelda & Joel, 2012). Uvedené
plati obzvlasté pro OCD, jelikoz neuropatologicky zéklad tohoto onemocnéni dosud nebyl
uspokojiveé objasnén a fada pacientli nereaguje na v soucasnosti dostupné moznosti terapie.
Model quinpirolem indukovaného kompulzivniho kontrolovani je roz§ifenym modelem

OCD modelujicim jednu z dimenzi symptomil — kompulzivni kontrolovani.
2.2.1 Charakteristika quinpirolem indukovaného kompulzivniho kontrolovani

Model quinpirolem indukovan¢ho kompulzivniho kontrolovani (MQIKK), zavedeny
vyzkumnym tymem prof. Szechtmana (1998), vyuZziva k vyvolani kompulzivniho jednani
chronické subkutanni ¢i intraperitonealni administrace D2/D3 agonisty quinpirolu (QNP,
0,5 mg/kg) laboratornimu potkanovi. QNP-senzitizovani i QNP-nesenzitizovani potkani
jsou denn€ po dobu deseti az Ctrnacti dnii vkladani do otevieného pole (Open field, OF),
obohaceného o nejCastéji 4 objekty s fixni lokalizaci. Do OF jsou potkani vkladani nejcasté;ji
50-60 minut od podani QNP a jejich chovani je po celou dobu experimentu monitorovano
kamerou. Nejcastéji analyzovanymi parametry chovani potkanti jsou: (1) Cetnost navstév
jednotlivych objektt, (2) interval mezi dvéma po sob¢ jdoucimi navstévami stejného
objektu, (3) primérna doba kontrolovani jednotlivych objektl, (4) primérna lokomoce,
(5) pocet navstév jinych objektl, které potkan navstivi mezi dvéma po sobé jdoucimi
navstévami stejného objektu (Albelda & Joel, 2012). U QNP-senzitizovanych potkanti
se vyviji motorické ritualy zahrnujici kaskadu CEtyf behaviordlnich procesit — zvySenou
lokomo¢ni aktivitou, stereotypni trajektorii pohybu v OF, preferenci urCitych objektl
a vykonavanim specifického sledu pohybii pii kontrole preferovanych objektd
(Ben-Pazi et al., 2001).

Akutni aplikace QNP ma bifazicky ucinek na lokomoc¢ni aktivitu potkant
(Eilam & Szechtman, 1989). V €asné fazi dochdzi k utlumu lokomoce, v pozdé¢jsi fazi
(ptiblizne€ 60 minut od podani QNP) je lokomoce potkanil vyrazné zvySena (De Haas et al.,
2011). Sensitizace QNP vyvolava postupné zkracovani faze lokomoc¢niho utlumu

a prodluzovani hyperlokomoéni faze (Szechtman et al, 1998). Lokomoce



QNP-senzitizovanych potkani ma postupné se zvySujici repetitivni charakter projevujici
se  stereotypnimi  trajektoriemi  lokomoce  mezi  kontrolovanymi  objekty
(Ben-Pazi et al., 2001).

Ve srovnani s QNP-nesenzitizovanymi potkany kontroluji QNP-senzitizovani
potkani jednotlivé objekty OF v nendhodné sekvenci (De Haas et al., 2011;
Szechtman et al., 2001). QNP senzitizovani i QNP-nesenzitizovani potkani si postupné
vymezuji jeden az dva objekty (tzv. home-base, HB), které preferuji. V porovnani
s QNP-nesenzitizovanymi potkany navstévuji QNP-senzitizovani potkani HB az 20 krat
Castéji (Servaes et al., 2016) a vykondvaji pfi kontrole HB charakteristicky sled pohybt,
jenz ma nasledujici charakteristiku: (1) potkani preferuji ur€ity smér ptichodu k HB,
(2) potkani provadi v prostiedi HB mensi mnoZzstvi laterdlnich a vertikdlnich pohybd,
(3) prumérny cas straveny kontrolou HB je sniZen, (4) potkani v prostiedi HB neprovadi

péci o srst (Ben-Pazi et al., 2001).
2.2.2 Validita modelu quinpirolem indukovaného kompulzivniho kontrolovani

K posouzeni platnosti modelu, tedy do jaké miry model skute¢né odpovida charakteristikam
daného onemocnéni, je hodnocena validita modelu. Posuzovana je v této souvislosti
predevsim fenomenologicka, prediktivni a konstruk¢ni validita modelu.

Fenomenologicka validita wuruje miru fenomenologické shody modelu
a modelovaného onemocnéni (Geyer & Markou, 2000). Pfimé srovnani kompulzivniho
jednani lidi a QNP senzitizovanych potkanti vSak neni mozné, jelikoz je dané jednani
povazovano za kompulzivni, pokud mé jedinec nutkavou potiebu toto chovani vykonavat
(Szechtman et al., 1998). Z tohoto divodu byla navrZzena formalni etologicka kritéria
kompulzivniho kontrolovaniu pacientti a laboratornich zvitat (viz Tab. 3). MQIKK vykazuje
fenomenologickou validitu, jelikoZ splituje etologicka kritéria kompulzivniho kontrolovani.

Prediktivni validita modelu vyjadiuje, do jaké miry model onemocnéni predikuje
vysledky studii provadénych na pacientech (Geyer & Markou, 2000). MQIKK vykazuje
prediktivni validitu. Chronickd koadministrace klomipraminu, uZivaného k terapii OCD,
snizuje QNP indukovanou lokomoci a kompulzivni kontrolovani potkanti (Szechtman et al.,
1998). Podobné nikotin, agonista acetylcholinovych receptort nikotinového typu, snizuje
kompulzivni jedndni u pacientli s OCD i1 kompulzivni kontrolovani QNP senzitizovanych

potkanti (Lundberg et al., 2004)



1. Existuje jeden nebo vice objektd, které subjekt kontroluje mnohem Castéji
nez jiné objekty, vykazuje tedy ve vztahu k nim urCitou preferenci.

2. Subjekt se vraci k preferovanym objektim po kratSim €asovém intervalu
nez k ostatnim objektim.

3. Vobdobi mezi kontrolami preferovanych objektli subjekt navstévuje pouze
nékolik malo dalSich objektd.

4. Subjekt vykazuje pfi kontrole preferovaného objektu charakteristické chovani
odliSné od chovani vykazovaného v pfipadé nepreferovanych objektu.

5. Dojde-li ke zménam environmentalnich charakteristik objektd, chovani subjektu
je pozménéno.

Tabulka 3 - Etologicka kritéria kompulzivniho kontrolovéani. Body ¢. 1.-3. hodnoti miru
zaujatosti subjektu objektem a jeho neochotu objekt opustit. Tyto body vychazi z diagnostické
skaly Y-BOCS pro pacienty s OCD. Bod ¢. 4 hodnoti, zda ma chovani ritualizovany charakter.
Bod ¢. 5 hodnoti interakci ritualizovaného chovéni s kontextem prostfedi. Upraveno
dle Szechtman et al. (1998).

Konstruktivni validita modelu vyjadiuje, do jaké miry jsou modelem modelovany
patologické mechanicky stojici za vznikem a projevem onemocnéni (Geyer & Markou,
2000). Jelikoz fyziologické a/nebo psychologické pti¢iny OCD nejsou v soucasné dobé
zcela objasnény, dle Albelda et al. (2012) mtze byt konstrukéni validita modelu odvozena
od zapojeni mozkovych struktur a implikovanych neurotransmiterovych systému.
Konstrukéni validitu MQIKK v soucasnosti podporuje, ze je zalozen na manipulaci
s dopaminergnim systémem. Abnormality v dopaminergnim systému jiz byly diive
implikovany v patofyziologii OCD (Min-Seong et al., 2010). Také vysokofrekvencni
hlubokd mozkové stimulace dien¢ a plasté nucleus accumbens (NAc), U€¢inna pii 1écbe
terapie-rezistentni formy OCD, sniZzuje kontrolovani i u QNP senzitizovanych potkanti
(Mundt et al., 2009). Zapojeni NAc podporuje, Ze neurotoxické léze NAc u QNP
nesenzitizovanych potkanii vyvolavaji kontrolovani srovnatelné s QNP indukovanym
kontrolovanim (Dvorkin et al., 2010). Docasnéd inaktivace subtalamickych jader (STN)
muscimolem snizuje kompulzivni kontrolovani u QNP senzitizovanych potkanil
(Winter et al., 2008) podobné jako léze bazdlnich ganglii snizuji kompulzivni jednani
u k terapii-rezistentnich forem OCD (Lopes et al., 2004).
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Me¢éteni aktivace vybranych struktur, u nichz byly popsany funkéni abnormality
(ACC, OFC, MPC, viz dale), budou soucasti i této studie. Studované struktury jsou soucasti

bazalnich ganglii, jezZ jsou regulované mezolimbickymi dopaminovymi drahami.



3 DOPAMIN

Dysfunkce v DA signalizaci je spojovana s rozvojem mnohych psychiatrickych
a neurologickych onemocnéni, napt. Parkinsonovy choroby, schizofrenie ¢i deprese (Dailly
et al., 2004; Howes et al., 2012) Hypotetickou ulohu ma dysfunkce v DA transmisi také
v patofyziologii OCD ¢i Tourettova syndromu (Bilder et al., 2004; Denys et al., 2013).
V prvni podkapitole této kapitoly bude obecné shrnuta role dopaminu a hlavnich
dopaminergnich drah u savc. Ve druhé podkapitole bude pojedndno o typech
dopaminovych receptort a jejich vyskytu v mozcich savci. Ve tieti kapitole budou shrnuty

v soucasnosti dostupné poznatky o zapojeni dopaminergniho systému v patofyziologii OCD.

3.1 Dopamin a dopaminergni drahy

Dopamin (DA) je katecholaminovy neurotransmiter a neuromodulator v mozku savci.
Utastni se mimo jiné fizeni lokomoéni aktivity, kognice, piijmu potravy ¢ endokrinni
regulace (Missale et al., 1998). Vyznamnou tlohu hraje DA také v motivaci a odménovani
(D1 Chiara & Bassareo, 2007). Na periferii u¢inkuje jako modulator kardiovaskularnich
funkci, vylevu katecholaminti, sekrece hormont ¢i gastrointestinalni motility (Missale et al.,
1998).

DA wvznikd procesem dekarboxylace z L-DOPA ve specifickych neuronech
¢i bunikdch dfené¢ nadledvin. T€la dopaminergnich neuronii jsou seskupena do skupin
a ulozena v n€kolika oblastech mozku. Axony dopaminergnich neuronti moduluji pomoci
nigrostriatalni, mezolimbické, mezokortikalni a tuberoinfundibularni drahy (viz Obr. 1)
¢innost fady cilovych nervovych struktur. Dopaminergni neurony substantia nigra pars
compacta projikuji nigrostriatalni drahou do nucleus caudatus a putamen dorzélniho striata.
Nigrostriatdlni drdha ma vyznamnou ulohu v kontrole motorickych funkci. Zanik
dopaminergnich neuront substantia nigra vyvolava parkinsonismus (Dauer & Przedborski,
2003). Mezolimbickd draha zahrnuje dopaminergni neurony ventrdlniho tegmenta
projikujici do nucleus accumbens, cichového tuberkulu a casti limbického systému.
Vyznamnou ulohu hraje v systémech motivace a odmény (Di Chiara & Bassareo, 2007).
Ve ventralnim tegmentu se taktéz nachdzi téla dopaminergnich neuronti projikujicich
mezokortikalni drahou do frontalni kiiry. Mezokortikalni draha se primarné€ ti€astni regulace
kognitivnich funkci a emocnich stavi (Casterano et al.,, 1976). Dopaminergni
neurony nucleus arcuatus a nucleus periventricularis projikuji tuberoinfundibularni drahou

do ptedniho laloku hypofyzy, kde moduluji produkci prolaktinu (Gudelsky, 1981).
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Striatum
Frontalni
kdra Substantia
nigra

Nucleus
accumbens

VTA
Hippocampus

Obr. 1 - Schematické znazornéni hlavnich DA drah v mozku savcu. (1) nigrostriatalni draha
— téla DA neuronll substantia nigra projikujici do nucleus caudatus a putamen
(2) mezolimbicka draha — téla DA neuroni ventralniho tegmenta (VTA) projikujici do NAc,
¢ichového tuberkulu a struktur limbického systému (3) mezokortikalni draha — téla DA
neuront VTA projikujici do frontalni kiry. Tuberoinfundibularni draha neni znazornéna.
Autorem schématu je National Institute of Drug Abuse, Bethesda, USA.

3.2 Dopaminové receptory

Dopamin uvolnény z presynaptickych zakonceni se vaze na receptory lokalizované
na membran¢ recipientnich neuronit ¢i na presynapticky umisténé autoreceptory.
Dopaminové receptory (DR) jsou metabotropni receptory funkéné spfazené s G-proteiny.
Doposud bylo popsano a naklonovano pét subtypti dopaminovych receptortt (DR1, DR2,
DR3, DR4, DRS) lisicich se strukturou, farmakologickou specifitou a efektorovou odpovédi
(Neve, 2010). DR jsou sdruzeny do dvou rodin na zdklad¢ rozdilné¢ interakce s enzymem
adenylatcyklazou.

Rodina receptorti typu D1R, zahrnuje receptory DR1 a DRS. Receptory typu D1R
se nachazi prevazné postsynapticky. DR1 je ze vSech DR zastoupen nejhojnéji. Rodinu
receptorli typu D2R tvofi receptory D2R, D3R a D4R. Receptory typu D2R se vyskytuji
postsynapticky 1 presynapticky (autoreceptory) (Neve, 2010). Pievazujici lokalizace
receptorti typu D1R a D2R je pro pfehlednost shrnuta v Tabulce 4.
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Rodina receptori

Receptor

Pfevazujici lokalizace

Reference

striatum
nucleus accumbens

(Dearry et al., 1990)
(Meador-Woodruff et

Ci Y al., 1991
Receptory Cichovy tuberkulus )
t D1R hipokampus
ypu mamilarni jadra hypothalamu | (Meador-Woodruff et
parafascikularni jadra al., 1992)
thalamu
e striatum
.. i (Meador-Woodruff et
e Cichovy tuberkulus
al., 1989)
e nucleus accumbens
b o (Landwehrmeyer et al.,
e substantia nigra 1993)

e ventrdlni tegmentum
Receptory .

typu D2R d

e ventrdlni striatum

nucleus accumbens
(Landwehrmeyer et al.,

¢ichovy tuberkul
Cichovy tuberkulus 1993)

e frontalni kdra

e amygdala
. v (Primus et al., 1997)
e hipokampus

e hypothalamus

Tabulka 4 - Prevazujici lokalizace receptori typu D1R a typu D2R v mozku savct.

Aktivace receptortitypu D1R a D2R vede k rozdilné postsynaptické odpovédi. Vazba
ligandu na receptory typu D1R vede k aktivaci adenylatcyklazy a k naristu koncentrace
cAMP (Kebabian & Greengard, 1971). Uvolnény cAMP disinhibuje cAMP dependentni
protein kindzu A (PKA), ktera fosforyluje fadu bunéénych substratti downstream signalnich
drah, napf. protein vazajici element responzivni pro cAMP (CREB), dopaminem
a cAMP-regulovany fosfoprotein 32 (DARPP-32) ¢i nékteré iontové kandly. Stimulace
cAMP/PKA kaskady a asociovanych bunéénych d&i pomoci receptorti typu D1R ma mimo
jiné roli ve specifickych forméch uceni (Beninger & Miller, 1998). Aktivace receptort typu
D2R oproti tomu aktivitu adenylatcyklazy inhibuje a vede tak ke sniZzeni produkce cAMP.
Diusledkem toho je fosforylace vySe zminénych signdlnich molekul (CREB, DARP-32, ...)
a iontovych kanalt snizena. Funkci receptorti typu D2R autoreceptorii je kontrola syntézy
a uvoliovani dopaminu (De Mei et al., 2009). Postsynapticky ulozené typu D2R se ucastni

mimo jiné regulace motoriky a lokomoce (Durieux et al., 2009). Latky specificky se vazajici
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na receptory typu D2R uc¢inkuji jako antipsychotika pii l€¢bé schizofrenie (D2R antagonisté)
¢i farmaka uzivané k 1é¢be Parkinsonovy choroby (D2 a D3 agonisté) (Chen et al., 2012).

3.3 Zapojeni dopaminergniho systému u OCD

I pres rozsadhly vyzkum OCD nebyl dosud patofyziologicky pribéh tohoto
onemocnéni uspokojivé objasnén. Mezi jinymi vSak byly implikovany dysfunkce
v dopaminergnim systému (Klanker et al., 2013).

Prvni dopaminova teorie byla formulovana Goodmanem et al. jenZ postulovali,
ze difive popsané disturbance v serotoninergnim systému nedokazi zcela vysvétlit
patofyziologii OCD a n¢které typy OCD souvisi s naruSenim nejen serotoninergni,
ale 1 dopaminergni signalizace (W K Goodman et al., 1990). Tento postulat byl odvozen
od poznatkti, Ze aktivita dopaminergniho systému je modulovédna ¢innosti serotoninergniho
systému, a pozd¢ji byl podpoten zavéry, ze deficity v serotoninergnim systému mohou vést
ke zvySené aktivité dopaminergniho systému a k downregulaci dopaminovych receptort,
ktera byla u OCD popsana (W K Goodman et al., 1990; Perani et al., 2008).

Hypotézy tykajici se zapojeni dopaminergniho systému v OCD se opiraji predevsim
o nasledujici poznatky: (1) Dopaminovym agonistou (napf. amfetamin, bromokriptin,
apomorfin) indukované zvySeni aktivity dopaminergniho systému vyvolavad u zvifat
stereotypizované chovani (Pitman, 1989) (Borcherding et al., 1990). (2) U pacienti
nereagujicich na lécbu SSRI dochazi ke zlepSeni symptomit OCD po podani antagonisty
D2 receptort klomipraminu (Cartwright & Hollander, 1998) ¢i antipsychotik nové generace
(Hollander et al., 2002). (3) U pacientti s OCD byla popsana snizena dostupnost striatalnich
D2/D3 receptorit (Denys et al., 2013, 2004) jenz implikuje zvySenou hladinu dopaminu
ve striatu pacientll s OCD (Perani et al., 2008) (4) Klinicky profil pacienti s 1ézemi bazalnich
ganglii pfipomind profil pacienti s OCD (Carmin et al, 2002) (5) Symptomy OCD
jsou pfitomné u pacientl s neurologickymi onemocnénimi, jako je Tourettlv syndrom,
Sydenhamova chorea ¢i Von Ecomova encefalitida, které jsou spojené s dysfunkcemi
dopaminergniho systému (Pauls et al., 1986) (6) Dopamin, prekurzory dopaminu a agonisté
a antagonisté dopaminovych receptori moduluji aktivitu fronto-striatdlnich okruht,
implikovanych v OCD (Robbins, 2000). Shrneme-li vy$e popsané, o roli dopaminergniho

systému v OCD neptimo svéd¢i mnoZzstvi preklinickych i klinickych studii.

12



4 NEUROANATOMICKE KORELATY OCD

Ptestoze patofyziologicky pribéh OCD doposud nebyl uspokojivé objasnén, byly
u pacient s OCD predevsim na zakladé zobrazovacich studii opakované popsany strukturni
a funkéni abnormality ve fronto-striatdlnich (FS) okruzich (Burguiére et al., 2013;
Modell et al., 1989; Ting & Feng, 2011). V prvni podkapitole této kapitoly bude popsana
obecnéd anatomie FS okruhii. Druhd podkapitola bude vénovana neurochemii FS okruhti
a interakci neurotransmiterovych systému. Ve tieti podkapitole budou shrnuty dosud

popsané anatomické a morfologické patologie struktur FS okruhti u pacientti s OCD.

4.1 Fronto-striatalni okruhy

4.1.1 Anatomie fronto-striatalnich okruht

Fronto-striatalni okruhy (FS, taktéz kortiko-striato-talamo-kortikalni okruhy) zahrnuji sérii
péti paraleln¢ probihajicich, ¢aste¢né segregovanych okruhti propojujicich frontalni kiru
s bazalnimi ganglii a talamem. FS okruhy zajistuji koordinovanou c¢innost funkéné
sptazenych oblasti mozku a vykondvaji fadu funkci spojenych s reakci jedince na okolni
prostiedi, adaptaci a u¢enim (Tekin & Cummings, 2002).

Pocatky FS okruhti se nachéazeji v doplinkovych motorickych oblastech kiry
(motoricky okruh), frontdlnim okohybném poli (okulomotoricky okruh), dorsolateralni
prefrontalni kife (dorzalni prefrontalni okruh), lateraIni orbitofrontalni ke (orbitofrontalni
okruh) a v anteriorni cingulatni klife (anteriorni cingulatni okruh) (Tekin & Cummings,
2002). Dle funk¢niho a anatomického zafazeni byvaji tyto okruhy déale sdruzovany
do projek¢nich skupin. RozliSovany jsou: (1) motorické projekce zahrnujici okulomotoricky
a motoricky okruh, (2) asociacni projekce sestdvajici z dorzolateradlniho prefrontalniho
a orbitofrontdlniho okruhu a (3) limbické projekce zahrnujici anteriorni cingulatni okruh
(Morris et al., 2015)(Tekin & Cummings, 2002). ZjednoduSena anatomickd schémata

motorickych, asociacnich a limbickych projekei jsou zndzornéna na Obr 2.
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Obr. 2 - Schematické znazornéni hlavnich funkénich podjednotek FS motorickych (a),
asociacnich (b) a limbickych (c) projekci. Globus pallidus pars externa (GPe) a subtalamicka
jadra (STN) jsou vstupni drahou bazalnich ganglii a ziskavaji projekce z fady korovych
a podkorovych struktur. Globus pallidus pars interna (GP1) a substantia nigra pars reticulata
(SNr, neni zobrazena) zajist'uji hlavni vystupni projekce bazalnich ganglii. Pfevzato a upraveno
dle (Jahanshahi et al., 2015).

Vzajemné propojeni struktur FS okruhii ma charakter uzaviené smycky. Neurony
frontdlni kiry excituji stfedné¢ velké trnité projekéni neurony (MSN) striata,
které prosttednictvim pfimé a neptimé drahy moduluji vyslednou aktivitu FS okruhu. P¥ima
drdha propojuje MSN striata a neurony komplexu glubus pallidus pars interna
(Gpi)/substantia nigra pars reticulata (SNr). Aktivace piimé drahy vede prostfednictvim
disinhibice thalamickych neuronti ke zvySeni excitacni transmise zpét do frontalni kiry.
Neptima draha taktéZz vychazi z MSN striata a zahrnuje globus pallidus pars externa (Gpe),
STN a komplex Gpi/SNr. Skrze neptimou drahu dochazi k omezeni aktivity talamu a sniZeni
excitacni transmise talamu do frontalni kiiry (Tekin & Cummings, 2002). Obecné schéma

piimé a neptimé drahy FS okruhil je zndzornéno na Obr. 3.
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Obr. 3 - Obecné znazornéni piimé a nepiimé drahy FS okruht. Pfima draha (Cerven€) zahrnuje
inhibi¢ni projekce ze striata do komplexu GPi/SNr. Cinnost piimé drahy je asociovéna
se zvySenim aktivity talamu. Souc¢asti nepifimé drahy (modte) jsou inhibicni projekce ze striata
do GPe, inhibicni projekce z GPe do STN a excitaéni projekce z STN do GPi/SNr.
Prostfednictvim nepiimé drahy dochazi ke snizeni aktivity talamickych neuront. Prevzato

a upraveno dle (Pauls et al., 2014).

Struktury FS okruhu maji taktéz oteviena propojeni s dal§imi oblastmi mozku, které

primarn¢ nejsou soucasti FS okruhu. Tyto eferentni a aferentni projekce zajiStuji integraci

informaci z anatomicky oddélenych, ale funk¢éné sptazenych struktur (Bonelli & Cummings,

2007). Hlavni otevienad eferentni a aferentni propojeni orbitofrontalniho, dorsolateralniho

prefrontalniho a anteriorniho cingulatniho okruhu jsou pro ptehlednost uvedena v Tab. 5.

Hlavni eferentni projekce

Okruh Hlavni aferentni projekce

Dorsolateralni prefrontalni e Broadmanova oblast 46 .
(asociativni) e parietalni oblast 7a o

e temporalni kira

dorzalni raphe nuclei
Orbitofrontalni * Zani rap ucel *
e e tegmentum .
(asociativni) .

e insula .

e amygdala

Anteriorni cingulatni e hipokampus .
(limbicky) e perirhinalni oblast o

Broadmanova oblast 46
Broadmanova oblast 8

entorhinalni kidrra
septum
lateralni hypothalamus

subtalamicka jadra
lateralni hypothalamus

Tab. 5 - Aferentni a eferentni projekce vybranych frontostriatalnich okruhti. Pfevzato a upraveno

dle Tekin & Cummings (2002).
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4.1.2 Neurochemie fronto-striatalniho okruhu

Vsechny FS okruhy sdili zakladni neurochemickou organizaci (viz Obr. 4).
Glutamatergni vlakna neuronti frontalni kiiry zprosttedkovavaji excitaci striatalnich MSN.
Tyto striatalni neurony projikuji inhibi¢ni vldkna uvoliujici kyselinu y-amino-maselnou
(GABA) na synapsich s neurony komplexu GPi/SNr (pfima draha) a GPe (nepfima draha).
Prostfednictvim nepfimé drahy projikuje GPe inhibiéni GABAergni vldkna do STN,
kterd jsou propojena s GP/SNr souborem excitacnich glutamatergnich vlaken. Gpi/SNr
komplex projikuje inhibi¢éni GABAergni vldkna do talamu, ktery je zpétné propojen

s frontalni ktirou excita¢nimi glutamatergnimi vlakny (Tekin & Cummings, 2002).

}L frontalni kira |
J_DZ ¢ D1 + * D1 * D1
‘ striatum

1l 1

GPe GPi e

A
|_| p— > SNr SNc =
1 1

ventrolateralni thalamus

Obr. 4 - Schematické znazornéni neurotransmiterovych systémi FS okruhu a modula¢niho
ucinku dopaminergniho systému na striatalni transmisi. Glutamatergni transmise (zelen¢)
z frontalni kdry, talamu a subtalamickych jader (NcST) maji excitacni charakter. GABA
(Cerven€) mediuje inhibi¢ni psobeni striatalnich neurond, GPi, GPe a SNr na dalsi struktury.
Dopamin (modife) moduluje aktivitu striata prostfednictvim D1 (excitace) a D2 (inhibice)
receptortl.

Komunikace mezi striatem a thalamem je modulovana vstupy z dopaminergnich,
cholinergnich, serotoninergnich a noradrenergnich bunék (Robbins, 2000). Dopaminergni
neurony SNc projikuji z retrorubralni oblasti a z ventralni tegmentélni oblasti do celého
striata. Aktivita je modulovana zejména ve striatu, kde MSN piimé a nepfimé dréhy
exprimuji odlisné typy dopaminovych receptori. MSNs piimé drahy exprimuji vyhradné
DIR, zatimco MSNs nepiimé drahy selektivné exprimuji D2R (Wall et al., 2013). ZvySeni
hladiny dopaminu potencuje aktivitu ptimé drahy (vazbou DA na DIR exprimujici MSN)
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a inhibuje aktivitu nepiimé drahy (vazbou DA na D2R exprimujici MSN). Jelikoz je aktivita
SNc ovlivnéna vstupy z limbického systému a prefrontalni kiry, ptedstavuje dopaminergni
transmise dulezity krok v integraci emocnich inputi do motorické aktivity a kognice
(Bonelli & Cummings, 2007). Aktivitu FS okruht ovliviiuje taktéz cholinergni transmise
neurontt pedunculipontine a laterdlniho tegmenta, jez mimo jiné moduluje talamem
zprosttedkovanou excitaci frontalni kiiry (Parent et al., 1988).

Neurotransmiterové systémy zastoupené v FS drahach spolu do velké miry interaguji
a vzajemn¢ se ovlivituji. Naptiklad dopamin prostiednictvim dopaminovych receptort
inhibuje (D2R) ¢i umociiuje (DI1R) vylev acetylcholinu z cholinergnich interneuront
(De Boer & Abercrombie, 1996). Acetylcholin umociiuje uvolnéni dopaminu ze striata
prostfednictvim  muskarinovych  acetylcholinovych  receptori  lokalizovanych
na presynaptickych dopaminernich terminalach (Zhang et al., 2002). Serotoninové receptory
typu 5-HT3 ulozené ve ventralnim striatu, hipokampu a amygdale se ucastni modulace
aktivity mezokortikdlni a mezolimbické dopaminergni drahy (Hagan et al, 1993)
a vneposledni fadé glutamat stimuluje prostfednictvim NMDA receptori uvolnéni
dopaminu a acetylcholinu z presynaptickych zakonceni (Tekin & Cummings,

2002)(Graybiel, 1990).

4.2 Neurobiologické teorie OCD

Neurobiologické teorie OCD jsou z velké ¢asti zaloZeny na vysledcich neurozobrazovacich
studii pacientti s OCD. Funk¢ni zobrazovaci studie (napf. pozitronova emisni tomografie,
funkéni magnetickd rezonance, jednofotonova vypocetni tomografie) zobrazuji aktivaci
a rozdily v aktivaci danych oblasti mozku v reakci na specifické podnéty. Strukturalni
zobrazovaci studie (mj. strukturdlni magnetickd rezonance, na voxelech zaloZena
morfometrie) se zamefuji na rozdily ve anatomii mozkovych struktur, jako jsou hustota tkané
¢i objemy Sedé a bilé hmoty. Doposud bylo popsdno mnozstvi strukturnich a funkénich
abnormalit mozkovych struktur u pacientti s OCD. Vysledky studii jsou vSak v nékterych
ptipadech nekonzistentni. Pro zékladni pfehled popsanych abnormalit véetné referenci viz
Tab 6. Nejednoznacnost vysledki muize byt mj. disledkem rozdili mezi metodikami
jednotlivych studii (méfeni v klidovém stavu/méfeni pii vyvolani symptomi OCD),
méfenim rozsahlejsi struktury a naslednym zprimérnovanim vysledkii vedoucim k zéniku
sledovatelného efektu (Whiteside et al, 2004) ¢i zahrnutim pacienti s medikaci

a s komorbiditami. Prezentovana data naznacuji, Ze neexistuje pouze jeden patofyziologicky
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mechanismus, ktery by byl zédkladem celého spektra klinickych projevit OCD, ale spise,
ze jsou ruzné profily symptomid OCD zprostfedkované specifickymi neurobiologickymi

mechanismy (Szechtman et al., 2017).

Popsané odchylky ve strukture a funkci
Mozkova struktura
ACC K 179 ! 14
MPC U I
caudate nucleus I 1910
Amygdala b2 M
Insula 11 1!
PFC N I
Putamen 19 1!
OFC 1° 10 138
hipokampus 19 18
NAc 19

Tab. 6 - Strukturni a funkéni abnormality vybranych struktur implikovanych v OCD.

Doposud bylo popsano nékolik neurobiologickych teorii OCD. Modell et al
postulovali, Ze primarnim patogennim mechanismem rozvoje OCD je dysregulace bazalnich
ganglii/limbického okruhu vedouci k talamem mediované hyperaktivaci frontalni kary
(viz Obr. 5) (Modell et al., 1989). Pozd¢ji Saxena et al. (2001) uvetejnili domnénky,
o klicové roli lateralniho OFC. Hyperaktivaci OFC povazuji za disledek dysbalance aktivity
striatopalidarnich drah vychazejici z MSN striata (Obr. X B) (Saxena et al., 2001). Milad
et al. (2012) rozsitili okruh neuroanatomickych korelati OCD o medidlni OFC a dorzélni
ACC. Postulovali mozné role medidlniho OFC ve zpracovani odmény (reward processing)
a regulaci afektu a dorzalniho ACC ve zpracovani chyby (error processing) (Milad et al.,
2012). Milad et al. dale poukézali na deficity ve vymizeni strachu (fear extinction) u OCD
(Milad et al, 2013). Vymizeni strachu zahrnuje interakce mezi ventromedidlnim

PFC/medidlnim OFC, dorzalnim ACC a amygdalou, struktur, u nichZ byly popsany

' (Norman et al., 2016) 2 (Thorsen et al., 2018) 3 (Menzies et al., 2010) 4 (Szeszko et al., 2004) 5 (Kim et al.,
2001) 6 (Chamberlain et al., 2008) 7 (Rotge et al., 2008) 8 (Atmaca et al., 2009) 9 (McGuire et al., 1994)
10 (Whiteside et al., 2004)
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abnormality ve struktufe ¢i funkci u OCD (Milad et al., 2012). Mataix-cols et al. ve svém
multidimensionalnim modelu OCD zdiivodiuji nekonzistentnost vysledki zobrazovacich
studii tim, ze rtuzné dimenze symptomti OCD mohou byt asociovany s rozdilnymi
mozkovymi strukturami nebo s jejich odliSnou aktivaci (Mataix-Cols et al., 2004). Odkazuji
v této souvislosti zobrazovaci studie segregujici pacienty dle dimenzi symptomu popisujici
mj. hyperaktivace striatu a snizeny objem Sed¢ a bilé hmoty medialniho spankového laloku
u dimenzi obsesi/kontrolovani, zvySen¢ aktivace PFC a OFC u dimenze kontaminaci/Cistoty
a snizeni objemu Sedé hmoty PC a hypoaktivaci levé insularni kiry u dimenze
symetrie/tfidéni (Mataix-Cols et al., 2004; Rauch et al., 1998; Van Den Heuvel et al., 2009).
V neposledni fadé¢ Moreira et al. rozsifuji neurobiologicky model OCD o data ze studii
funk¢éni konektivity u OCD. Postuluji dvé hypotézy: (1) Volumetrické abnormality
implikovanych struktur pfimo ¢i nepfimo pfispivaji ke snizené konektivité¢ mezi STS a OFC
a mezi OFC a posteriornimi oblastmi mozku a vedou tak k naruSeni behavioralni a emocni
regulace chovani (2) Volumetrické abnormality implikovanych struktur jsou dasledkem,
nikoliv pfi¢inou aberantni konektivity talamo-kortikalnich projekci (Moreira et al., 2017).

Obe¢ tyto hypotézy vSak dosud nebyly uspokojive testovany.

Frontalni kdra Frontalni kira
A 5 B 5
— — 2y

Striatum Striatum

= —] Geel s X—ezal

Thalamus l l Thalamus J_ l

= XK gpisNg <— sTN) e |—— GPisng =— sTN

Obr. 5 - Schematickd znazornéni dvou hypotéz aberantniho fungovani FS drah u OCD. (A)
Zvysena glutamatergni signalizace z frontdlniho kiiry vede ke zvySené excitaci striatdlnich
neuront. Zvyseni GABAergni signalizace ze striata vede ke snizeni inhibi¢ni aktivity GPi/SNr
vici talamu. Talamus prostfednictvim glutamatergni signalizace overexcituje neurony
frontalni ktiry. (B) Hypofunkce inhibi¢ni drahy mezi striatem a Gpe vede ke zvySen¢ inhibici
STN. Excita¢ni aktivita STN vi¢i GNi/SNr je snizena a dochdzi tak ke sniZeni inhibi¢ni
odpovédi Gpi/Snr viici talamu. Disledkem toho je opét zvySena excita¢ni signalizace z talamu
a neurony frontalni kiry jsou hyperexcitovany. Pfevzato a upraveno dle Kalra et al. (2009).
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5 MAPOVANI NEURONALNI AKTIVITY V MOZKU

Pro mapovani neuronalni aktivity je tfeba metod, které umoznuji zachytit a vizualizovat
velké mnozstvi bunék aktivnich v daném okamziku. Metody, které umoznuji vizualizovat
Casove zavislé zmény koncentraci mRNA a proteinovych produktii genti okamzité exprese
(IEG) spliuji tyto podminky a jsou proto uzitecnymi markery pro sledovani neurdlni aktivity
v behaviordlnich studiich. Tyto studie jsou do jisté miry paralelou funkéni magnetické
rezonance, Siroce vyuzivané zejména u lidi. V porovnani s funkéni magnetickou rezonanci
vSak vizualizace exprese [IEG umoziuje simultdnni mapovani aktivity mnoha oblasti mozku
na bunécné trovni bez nutnosti anestetizace zvitete a konstantniho monitoringu a kontroly
jeho fyziologickych parametrt (télesna teplota, parcialni tlak CO», ...) (Jonckers et al., 2015;
Kubik et al., 2007)

5.1 Geny okamzité exprese

IEG je skupina genti rapidné a tranzientné exprimovanych na zékladé€ specifickych stimuld.
K expresi IEG dochazi pti vysokofrekvencni synaptické stimulaci vyvolavajici dlouhodobou
synaptickou potenciaci (LTP) (Cole et al., 1989), pti dlouhodobé synaptické depresi (LTD)
(Yilmaz-Rastoder et al, 2011), v pfitomnosti rastového faktoru/mitogenu
(Loebrich & Nedivi, 2009) ¢i pifi behavioralnim zézitku (Guzowski et al, 1999;
Montag-sallaz & Montag, 2003). Exprese IEG je za bazalnich podminek prakticky
nedetekovatelna. K rapidnimu a tranzientnimu nartustu exprese IEG v jadie bunky dochazi
jiz n€kolik minut po extracelularni stimulaci a neni vyzadovéana proteosyntéza de novo
(Guzowski et al., 2005). IEG je mozno dle funkce jejich genovych produktt délit do dvou
skupin: (1) IEG kodujici transkripéni faktory (zif268, c-jun a c-fos) regulujici transkripci

dalsich genil a (2) efektorové IEG (4rc a HomerIa) ptimo ovliviiujici rizné bunééné funkce.
5.1.1 Aktivitou regulovany s cytoskeletem asociovany protein

Gen pro aktivitou regulovany s cytoskeletem asociovany protein (Arc, synonymné
oznacovan jako Arg 3.1) je fazen mezi efektorové geny a piimo ovlivituje specifické bunééné
funkce. Vyznamnou roli hraje ve formovani dlouhodobé paméti (Kubik et al., 2007)
a je kli€ovy pro stabilizaci aktivitou fizené synaptické plasticity (Link et al., 1995).

Bazalni exprese Arc mRNA je velmi nizkd a mize byt dale snizena aktivaci receptorti
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové kyseliny (AMPAR) (Rao et al., 2006).

K transkripci  Arc  dochdzi  pfi  neurondlni  aktivit¢  provazejici  uceni
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(Montag-sallaz & Montag, 2003; Ramirez-Amaya, 2005), pfi expozici mozkovému
neurotrofickému faktoru (BDNF) (Ying et al., 2002), LTP a LTD (Yilmaz-Rastoder et al.,
2011). Zivotnost Arc mRNA je velmi kratka, pouhych 47 minut (Rao et al., 2006). Zvyseni
koncentrace Arc mRNA v jadfe bunky je detekovatelné jiz cca 5 minut po expozici stimulu
(Vazdarjanova et al., 2002). Pfiblizné¢ 30 minut po expozici stimulu je Arc mRNA
exportovana do cytoplazmy a po cca 60 minutach dosahuje stimulovanych dendritickych
trnt, kde je translatovana (Rao et al., 2006). Vysledné lokalizace 4rc mRNA 1 Arc proteinu
jsou striktné regulovany a vyZaduji aktivaci receptori N-methyl-D-asparagové kyseliny
(NMDAR) (Steward et al., 1998; Steward & Worley, 2001).

Stejn¢ jako lokalizace Arc produktii, i proces translace Arc mRNA je piisné
kontrolovan. Translace Arc mRNA je regulovana konvergentnimi NMDAR a s G-proteiny
asociovanymi receptory zprostiedkovanymi signélnimi kaskadami (Bloomer et al., 2008).
Arc protein hraje dilezitou roli v procesu konsolidace pamétovych stop (Plath et al., 2006)
a vLTD a LTP, tedy formach Hebbovské synaptické plasticity. Uloha Arc v LTP a LTD
muze souviset s : (1) regulacni ulohou Arc ve vztahu k dynamice aktinového cytoskeletu
a morfologii dendritickych trnti (Dillon & Goda, 2005) (2) interakci Arc se specifickymi
izoformami endofilinii a dynamint na povrchu bunék, ¢imz prostfednictvim receptorové
endocytdzy reguluje mnozstvi bunécnych AMPAR (Chowdhury et al., 2006).

K vyraznému nariistu exprese 4rc mRNA dochazi pii exploraci nového prostredi
(Guzowski et al., 1999), pti tlohach testujicich prostorovou pamét’ (Guzowski & Worley,
2001), cichovou pamét (Desgranges et al, 2010) ¢i pfi strachovém podminovani
(Barot et al., 2009). Uzké spojeni synaptické aktivity a exprese Arc vedlo k jeho roz§itenému
vyuziti jako markeru neurondlni aktivity provazejici u€eni pfi riznych behavioralnich
ulohach. Pomoci in situ hybridizace (ISH) Arc a determinace bunétné lokalizace
jeho produktli je mozno vizualizovat jednotlivé bunky 1 klastry bunck aktivnich

ve vymezeném ¢asovém okamziku.
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6 CILE DIPLOMOVE PRACE

1.

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda jsou u modelu quinpirolem indukovaného
kompulzivniho kontrolovani pozorovatelné stejné alterace aktivit vybranych korovych
struktur jako u pacientti s OCD, tj. zvySeni aktivace ACC, OFC a nezménéna aktivace

MPC.
Dalsimi cili této prace bylo:
a. Overit, zda je frekvence navstév objekti a lokomoce potkant signifikantné vyssi

u QNP senzitizovanych neZ u kontrolnich zvifat.

b. Zjistit, zda je vzorec kontrolovani objekti QNP senzitizovanych potkanti stabilni

v case.
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7 MATERIAL A METODY

7.1 Pokusna zvirata

K experimentim byli pouziti dospéli samci (n = 24) laboratornich potkanti kmene
Long-Evans (stafi 12—-15 tydnt, vaha 300—400 g). Pokusnd zvifata pochazela z chovu
Fyziologického ustavu Akademie véd Ceské republiky. Potkani byli chovani
ve standardnich laboratornich polyethylenovych boxech o rozmérech 50 x 25 x 25 cm. Boxy
se zvifaty byly umistény ve zvétinci, kde byla udrZovéna stabilni teplota 22 °C a vlhkost
50 %. Zvitatim byl umoznén volny ptistup k vod¢ a ke standardnimu laboratornimu krmeni
pro hlodavce. Pokusna zvifata byla chovdna na 12hodinovém svételném cyklu (zapnuti
svétel v 6:00 rano). Po dobu tii dnti pied zacatkem experimentu byla zvitata denné 2 minuty
handlovéna.

Veskeré experimenty probihaly ve svételné ¢asti dne a byly provadény v souladu se
zédkonem €. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani a s vyhlaskou ¢. 207/2004 Sb.,

o ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvifat.

7.2 Pouzité chemické latky

7.2.1 Sensitizace quinpirolem

Byl ptipraven fyziologicky roztok (0,9 % NaCl, SAL) a roztok hydrochloridu
quinpirolu (Sigma-Aldrich) ve fyziologickém roztoku (0,5 mg/ml, QNP). Objemy roztokt
QNP a SAL podavanych potkantim byly piepocitany na vahu zviiete. Potkantiim byl vzdy
aplikovan 1 ml roztoku QNP/SAL na 1 kg télesné hmotnosti. Roztoky byly zviratim
aplikovany 50 minut pted zacatkem experimentu subkutanni injekci mezi lopatkové kosti.
Tento ptistup byl zvolen na zakladé bifazického plsobeni quipirolu. Quinpirol u potkant
nejprve pusobi sedacné, pfiblizné 45 minut od aplikace naopak indukuje hyperlokomoci

(Horvitz, Williams, & Joy, 2001).
7.2.2 Perfuze

Pokusna zvifata byla ihned po ukonceni experimentu dekapitovana gilotinou. Mozky
boly nasledné hluboce zmraZené v izopentanu vymrazeném na -80 °C v l4zni suchého ledu

a denaturovaného 70% lihu.
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7.2.3 In situ hybridizace

Pro fluorescenéni in situ hybridizaci Arc mRNA byly pfipraveny a pouzity nasledujici latky:

paraformaldehyd (4 %)

SSC pufr (175 g NaCl, 88 g dihydratu citronanu sodného, 980 ml RN4az prosté voda)
roztok acetanhydridu (250 ml RNaz prosté vody, 2,3 g chloridu sodného, 3,7 ml
triethanolaminu, 1,25 ml acetanhydridu)

prehybridiza¢ni pufr (formamid (50 %), SSC pufr, RNaz prosta voda, dextran
sulfat (0,05 g/ml), Denhardtiv roztok (0,02 %), RNA kvasinek (250 pl/ml)
a sonikovana DNA spermii lososa (500 pl /ml))

hybridiza¢ni pufr (formamid (50 %), SSC pufr, RN4z prosta voda, dextran sulfat
(0,05 g/ml), Denhardttv roztok (0,02 %), RNA kvasinek (250 ul/ml) a sonikovana
DNA spermii lososa (500 pl /ml), denaturované digoxigeninem znacené Arc RNA
sondy)

TBS pufr (Tris pufrovany chloridem sodnym)

TBS-T pufr (TBS s pfidavkem Tween 20, TBS, 0,1 % Tween 20, destilovana voda)
roztok RNazy 1 (25 pul zasobniho roztoku (100ul/ml) ve 250ul SSC pufru)

roztok blokovaciho pufru (0,1 g blokovaciho pufru (kat. ¢. FP1012, Perkin Elmer)
v 250 ml TBS pufru)

roztok peroxidu vodiku (3 % H>O; v XX% SSC)

protilatka (anti-digoxigenin konjugovany s kienovou peroxidazou (Jackson labs),
fedéno v poméru 1:300 v blokovacim pufru)

roztok tyramidu-CY3 (TSA Plus Cyanine 3 Kit, Perkin Elmer)

roztok 4',6'-diamidin-2-fenylindolu (DAPI; Vector Laboratories) (fedéni 1:10000
v TBS pufru)

7.3 Behavioralni aparatura

Pokusnd zvifata podstoupila behavioralni senzitizaci v otevieném poli (open field,

OF). Prostfedi OF piedstavovala aréna ctvercového pudorysu (95 x 95 cm), vyvySena

do vySky 1 m nad zemi, obklopend nepriihlednymi ¢ernymi sténami o vySce 50 cm.

K podlaze arény byly pevné pfipevnény dvé kovové tyée kruhového prifezu. Aréna

se nachdzela v malé samostatné mistnosti a byla stejnomérné osvétlena 40W Zarovkou

umisténou nad arénou. Nad arénou byla umisténa kamera zaznamenavajici chovani potkana

v pribéhu experimentu, jenz byla kabeloveé propojena s pocitacem umisténym ve vedlejsi
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mistnosti. Fotografie arény s odstranénou predni sténou (a) a jeji schematické znazornéni

(b) jsou zobrazeny na Obr. 6.

() (b)

Obr. 6 - Open field aréna vyuzita k behavioralni casti experiment 1 a 2 (a) Fotografie
zachycujici potkana kontrolujiciho objekt umistény v OF aréné. (b) Snimek pofizeny softwarem
Viewer2 (Biobserve BmbH) znazoriujici lokality zajmu (modie) pti analyze chovani potkana.
Fotografii arény (a) laskavé poskytla Kristyna Maleninska (FGU AVCR).

7.4 Metodické postupy

7.4.1 Behavioralni ¢ast experimentu

Pokusna zvirata (n = 24) byla z diivodu ¢asové narocnosti experimentu rozdélena
do ti'i béht (kazdy béh n = 8). Na pocatku experimentu byli potkani béhu nahodné rozdéleni
do dvou skupin. Potkantim prvni skupiny (v kazdém béhu n = 4) byl po dobu experimentu
podavan roztok quinpirolu (QNP skupina). Druhé skupiné potkani (kontrolni, v kazdém

b&hu n = 4) byl injekéné podavan fyziologicky roztok (SAL skupina).

7.4.1.1 Senzitizace

Potkantim byl denné€ po dobu deseti experimentalnich dni podavan roztok QNP nebo
SAL a potkani byli 50 minut po injekci jednotlivé vkladani do otevieného pole obohaceného
o dva kovové objekty. Zvitata byla vkladana do arény vZdy na stejné misto (pfiblizné 30 cm
od pravého okraje arény), s hlavou otocenou ke stén€ arény nejblizsi vchodu do mistnosti.
Po dobu explorace arény bylo chovani potkani monitorovdno kamerou. Schéma

experimentu je znazornéno na Obr. 7.
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chovny box * injekce QNP ¢&i SAL
y * 50 minut
. * monitoring chovani

Obr. 7 - Schéma senzitizacnich sezeni v OF prostfedi. Po subkutanni injekci fyziologického
roztoku (SAL skupina) nebo roztoku quinpirolu (QNP skupina) bylo zvife vraceno zpét do boxu.
Po 50 minutach bylo zvife umisténo na 50 minut do arény a soustavné monitorovano kamerou.

7.4.1.2 Expozice prostiedi pro vyvolani exprese IEG

V jedenacty experimentalni den byla ¢ast potkanti béhu QNP skupiny (n = 5) i SAL
skupiny (n = 5) ponechana jako klecova kontrola slouzici k vizualizace bazalni exprese Arc
mRNA v nestimulovanych podminkach. Zbyla ¢ast QNP (n = 7) a SAL skupiny (n= 7) byla
na 5 minut vloZena do obohaceného OF za ucelem indukce exprese Arc mRNA (rozdéleni
experimentalnich zvifat schematicky znazornéno na Obr. 8). Thned po sezeni v aréné byli
potkani uspani anestetikem a dekapitovani. Klecové kontroly byly uspany a dekapitovany
55 minut od aplikace QNP ¢i SAL. Extrahované mozky byly kryoprezervovany rychlym
zmrazenim v izopentanu vymrazeném na -80 °C v 1azni suchého ledu a denaturovaného 70%

lihu.

24 & potkan(
kmene Long-Evans

SAL skupina QNP skupina
(n=12) (n=12)

explorace arény klecova kontrola explorace arény klecova kontrola
(n=7) (n=5) (n=7) (n=5)

Obr. 8 - Schéma rozdéleni experimentéalnich zvitat pted pfipravou na imunohistochemickou ¢ast
experimentu. K experimentu bylo vyuZzito 24 samct potkanti kmene Long-Evans (LE). Dvanécti
potkantim byl vpraven QNP, dvanacti SAL. Cast QNP (n = 7) a SAL (n=7) skupiny explorovala
arénu za ucelem indukce exprese Arc mRNA, zatimco zbyvajici ¢ast slouzila jako nestimulovana
klecova kontrola (pro SAL i QNP skupinu n =5).
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7.4.1.3 Analyza videozaznamu habituaci

Analyzovany byly videozdznamy ze senzitizacnich sezeni. K analyze byl vyuzit
software Viewer2 (Biobserve BmbH) zaznamenavajici pozici hlavy, téla a ocasu zvifete.
Me¢étenymi parametry byly lokomoce potkanti, pocty navstév dvou kovovych objektt a ¢ty
rohovych oblasti arény (dohromady nazyvano ,objekty™), pramérna rychlost pohybu
potkana, Cas straveny kontrolovanim individualnich objektii a doba necinnosti potkana.
Ziskana data o poctu navstév lokalit A-E ziskané automatickou analyzou Viewer2 byly

srovnany s ru¢nimi etogramy ziskanymi analyzou nahodnych Sminutovych zdznamd.
7.4.2 Imunohistochemicka ¢ast experimentu

Pomoci Arc mRNA in situ hybridizace byly nasledné¢ mapovany soubory neuront
OFC, MPC a ACC aktivnich pfi pobytu v obohaceném OF prostiedi u quinpirolem
senzitizovanych a nesenzitizovanych potkanli. K experimentu byli vyuziti senzitizovani

1 nesenzitovani potkani z behaviordlniho experimentu.

7.4.2.1 Histologizace

Histologizac¢ni faze zahrnovala Ctyfi Casti:
e déleni vzorki tkané
e zalévanifezi do OCT bloku
e krajeni bloki
e kontrola nuklearni morfologie
Z mozku byla pfi teploté -17 °C nejprve odfiznuta micha a nasledné byly mozky
v krajeci komulrce rozkrojeny tfemi korondrnimi fezy na Ctyii ¢ast. Prvni ¢ast zahrnovala
prefrontalni kiru (PFC), druha dorzalni hipokampus, tfeti ventralni hipokampus a ¢tvrta
mozecek. Dle velikosti bylo vzdy 4-8 &asti mozku zahrnujicich PFC  z rliznych
experimentalnich skupin ulozeno vedle sebe do zalévaci vanicky, ptekryto vrstvou OCT
média (Optimal Cutting Temperature Medium) a uchovano pfi teploté -80 °C. Pro ucely této
studie byly vyuZity pouze ¢asti mozki obsahujici PFC, zbylé ¢asti mozkii byly uchovany.
Bloky byly krajeny na kryostatu (Leica CM 1850, Nussloch, Némecko) pfi teploté
-17 °C na tezy o tloustce 20 um, které byly pfevedeny na mrazuvzdorna podlozni skla
pokryta Zelatinou (Fisher). Kontrola intaktnosti bunécnych jader v prib&hu krajeni byla

provedena barvenim DAPI (Vector Laboratories) a naslednou fluorescen¢ni mikroskopii.
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7.4.2.2 Fluorescencni in situ hybridizace

Pro Arc FISH byla pouzita metodika popsana diive (Guzowski & Worley, 2001;
Vazdarjanova et al., 2002). Kryci skla s fezy mozka byla 5 minut fixovana v pufrovaném
vychlazeném roztoku paraformaldehydu (4%) a po oplachnuti v SSC pufru inkubovany
10 minut v roztoku acetanhydridu.

Po inkubaci byly vzorky omyty ve vodé prosté ribonukledz, inkubovany 5 minut
ve vymrazené smesi ethanolu a metanolu (1:1) a oplachnuty v SSC pufru. Na kazdé podlozni
sklo se vzorkem bylo aplikovano 120 pl prehybridiza¢niho pufru neobsahujiciho riboprobu
a vzorky byly inkubovany 30 minut pfi pokojové teplot¢.

Na kazdé podlozni sklo se vzorkem bylo nakapano 120 pl hybridiza¢niho pufru
obsahujicitho denaturované digoxigeninem znaCené Arc antisense sondy. Skla byla
ponechana hybridizovat do druhého dne (14 hodin) pfi teploté 56 °C.

Po inkubaci vzorkil s hybridizaénim pufrem bylo provedeno post-hybridiza¢ni
odmyvani. Podlozni skla byla 5 a 10 minut promyvana SSC pufrem. Nésledné byla podlozni
skla 15 minut inkubovana pii teploté 37 °C s roztokem RNazy A k odstranéni nenavazané
sondy.

Podlozni skla byla dvakrat promyta v 2X SSC pufru a v ohfatém 0,5X SSC pufiu
(56 °C). Vzorky byly pro nasyceni rezidualni peroxidazové aktivity 15 minut inkubovany
v 3% roztoku peroxidu vodiku. Po dvojitém promyti v SSC pufru byly vzorky ponechany
inkubovat 10 minut v roztoku blokovaciho pufru.

Na skla byla nanesena nafedénd protilatka (antidigoxigenin) a vzorky byly
ponechany inkubovat 2 hodiny pifi pokojové teploté. Po inkubaci bylo provedeno
post-imunodetekéni odmyvani v TBS-T (3 x 5 minut).

Signal Arc mRNA byl amplifikovin pomoci systému tyramidové signalni
amplifikace (TSA). Na podloZni skla bylo nanesen roztok tyramid-CY3 (TSA Plus Cyanine
3 Kit, Perkin Elmer) a skla byla ponechana inkubovat 30 minut ve tmé pti pokojové teplot¢.
Po inkubaci bylo opét provedeno nékolikandsobné odmyvani v TBS-T (2 x 5 minut).

V poslednim kroku byla jadra bun¢k 15 minut barvena roztokem DAPI, vzorky byly
dvakrat promyty v TBS, zakapnuty glycerolovym médiem (Vectashield) a ptekryta krycim
sklem. Okraje krycich skel byly zalakovany prithlednym lakem na nehty pro fixaci jejich
polohy na podloznich sklech.
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7.4.2.3 Konfokalni mikroskopie

K mikroskopii byly vybrany 3 fezy z kazdé oblasti zdjmu oznaCené in situ
hybridizaci. Kazd¢ sklicko obsahovalo 4-8 ftezi PFC o stejné bregma pozici
ze 4 — § experimentalnich a kontrolnich zvitat. ACC byl sniman v bregma pozici 1,2 — 4,2,
MPC a OFC v pozici 3,4 — 5,2. Bylo pofizeno vzdy 21 snimkt (Z-stack) kazdé oblasti
(ACC, MPC, OFC).

Vzorky PFC potkanii byly mikroskopovany pomoci konfokélniho laserového
skenovaciho mikroskopu Leica TCS SP8 (Nussloch, Némecko) vybaveného
20X objektivem s olejovou imerzi. Modry signal (DAPI) byl potizovan pfi 405 nm excitaci
a pasmoveé propusti 415-490 nm a ¢erveny signal (TSA-Cy3) pii 561 nm excitaci a pasmové
propusti 610-680 nm. Nastaveni laseru bylo optimalizovano pro jasnou viditelnost signalu

Arc mRNA a bylo vzdy jednotné pro vSechny fezy jednoho sklicka.

7.4.2.4 Kvantifikace aktivnich bunék

Snimky OFC, ACC a MPC mikroskopie byly analyzovany v open-source programu
ImageJ (verze 1.48v) (Schneider et al.,, 2012) za pouziti poloautomatizovanych makro
laskavé poskytnutych RNDr. Stépanem Kubikem Ph.D. K analyze byly vybrany pouze
snimky reprezentujici sttedni rovinu fezu (20 % optickych vrstev zaostfeni). Tento krok
byl zvolen pro snizeni pravdépodobnosti analyzy netplnych jader, ktera by mohla vést
k faleSn¢ negativnim vysledktim.

Na vybranych snimcich byla oznaCena kulatd a neposkozena jadra neuront,
kterd tvofila oblasti zajmu (ROI) pro dalsi analyzu. Jadra gliovych bunék, rozpoznana
dle jejich mensSiho rozméru a jasného, nestrukturovaného obarveni, nebyla do analyzy
zahrnuta. Pfi ur¢ovani ROI bylo dbano na to, aby se jednotlivé ROI nepiekryvaly a nedoslo
tak k zapocitani stejného signdlu vicenasobné.

Po oznaceni ROI byla sloZenim dil¢ich optickych rovin fezu vytvofena maximalni
projekce roviny. Na zidkladé maximalni projekce roviny byl odstranén signal pozadi.
K odstranéni signdlu pozadi byla vybrana pravé ¢tyfi ROI s nejvyrazngjsim signalem pozadi,
na zaklad€¢ kterych byl programem vypocitan medidn stfedni hodnoty hustoty signalu
a odstranén jako Sum pozadi.

Projekce v ose Z obou barevnych kandli byly zkombinovany do jednoho

kompozitniho snimku. V kompozitnim snimku byly stanoveny prahy citlivosti pro ur¢eni
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Arc mRNA pozitivnich bun€k. Prahy citlivosti byly vzdy stanovovany podle ROI s mezni
hodnotou signdlu. Jednotlivé neurony OFC, MPC a ACC byly softwarem automaticky
oznacovany jako NEG (Zadny signdl) ¢i Arc” (Arc mRNA signal) dle stanovenych
prahovych hodnot. V pribéhu analyzy ani vyhodnocovani snimkti nebylo experimentatorovi

zndmo, které snimky piislusi zvifatim kontrolnich a experimentalnich skupin.

7.4.3 Statistické vyhodnoceni dat

7.4.3.1 Stereotypni chovani

Statisticky vyhodnocovanymi parametry z Viewer2 (Biobserve BmbH) byla
lokomoce potkanii a frekvence navstév jednotlivych objekti/lokalit béhem sensitiza¢nich
sezeni. K vyhodnoceni stability vzorce kontrolovani byly jednotlivé objekty/lokality arény
individualné ptrekodovany pro jednotliva zvitata. Nejnavstévovangjsi objekt zajmu byl vzdy
oznacen “A”, druhy nejnavstévovanéjsi “B” apod. Ilustracné je postup pii prekddovani
objektli arény zndzornén v Tab. 7). Diky tomuto piistupu mohla byt data z QNP i SAL
skupiny vzdjemné porovnavana na urovni skupin. Pokud byl vzorec kontrolovani mezi
jednotlivymi sezenimi stabilni, pak by: (a) se mély vyznamné liSit celkové pocty navstév
objektti A-F, (b) poradi navstévnosti objekti v ramci jednotlivych sezeni by se nemélo
vyznamn¢ liSit od celkového potfadi oblibenosti objekti A-F. Oba predpoklady byly

testovany samostatn¢ pomoci dvoucestné ANOVA s opakovanymi méienimi.

QNP5E FREKVENCE NAVSTEV ZON
PUVODNI D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 | D10 | SUMA NOVY
KOD KOD
1 43 71 50 28 141 | 145 | 290 | 304 | 274 | 316 1662 -> A
2 24 24 39 11 114 31 36 51 24 28 382 -> D
3 13 21 19 76 30 28 21 10 7 12 237 -> F
4 20 79 60 106 20 83 75 56 32 20 551 -> C
5 23 18 46 138 46 190 | 157 | 151 | 237 | 168 1174 -> B
6 1 2 20 23 50 38 35 45 62 54 330 -> E

Tab. 7 - [lustracni ukazka metody pfekddovani zén dle celkového poradi navstévnosti. Po secteni
vsech frekvenci navstév dané zény byly zény prekddovany na A-F dle potadi velikosti souctl.
Piekodovani bylo provedeno jednotlive pro kazdé zvife, zde na ptikladu potkana QNP skupiny.
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7.4.3.2 Vizualizace exprese Arc mRNA

Statisticky vyhodnocena byla data ziskand pomoci Image] software, tedy pocty
aktivnich (4rc") neuroni ACC, OFC a MPC. Rozdily mezi aktivitami ACC, OFC a MPC
byly analyzovany oddélené pro QNP a SAL skupiny za pouziti dvoucestné ANOVA

bez opakovanych méfeni v softwaru SPSS.
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8 VYSLEDKY

s v s

8.1 Behavioralni cast experimentu

Statisticky vyhodnocena byla lokomoc¢ni aktivita, frekvence navstév zon a stabilita
preference zon potkani QNP a SAL skupiny. Hladina signifikance byla univerzalné
stanovena alfa = 0,05 s vyjimkou vicendsobného srovnani navstévnosti preferovanych zon,
kde byla hladina signifikance upravena pomoci Bonferonniho korekce.

Graficky zaznam lokomoc¢ni aktivity zvifat pofizeny programem Viewer2
(Biobserve BmbH) je znadzornén na Obr 9. Data o lokomocni aktivit¢ zvifat méla
parametrické rozlozeni. Zmény v lokomoc¢ni aktivité obou skupiny zvifat byly nejprve
vyhodnoceny dvoucestnou ANOVA s opakovanymi méfenimi, kde byla nalezena
signifikantni interakce mezi typem podané latky (QNP/SAL) a experimentalnim dnem
[F(9,199) = 3,701, p < 0,001]. Lokomo¢ni aktivita SAL potkan se v pribéhu
experimentalnich dnli signifikantné nelisila [F(9,98) = 0,675, p = 0,73], 10. experimentalni
den byla délka uslé trasy SAL potkany 1,3krat vétsi nez 1. den. Lokomocni aktivita QNP
skupiny se mezi jednotlivymi experimentdlnimi dny signifikantn¢ lisila [F(9,101) = 3,265,
p < 0,05], pficemz 10. den byla délka uslé trasy QNP potkany 4,9krat vétsi nez 1. den.
Priimérna lokomoce SAL a QNP potkanti béhem jednotlivych dnii je graficky porovnana
v Grafu 1. Lokomoc¢ni aktivita QNP a SAL skupin zvifat béhem jednotlivych
experimentalnich dnli byla srovnana jednovybérovym t-testem. Lokomoce QNP skupiny

byla signifikantn¢ vyssi nez lokomoce SAL skupiny od 4. dne [t(12) = 5,839, p <0,001].

Obr. 9 - Srovnani uslych tras (zelen€) potkana QNP (vlevo) a SAL (vpravo) skupiny béhem
5. experimentalniho dne (t = 60 minut). Trasa usla potkanem byla zaznamenéna programem
Viewer2 (Biobserve BmbH).
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Graf 1 - Srovnani prumérné lokomoce QNP a SAL potkanit béhem jednotlivych
experimentalnich dnd. Rozdily mezi lokomoc¢ni aktivitou potkant QNP a SAL skupiny byly
signifikantné vyssi od 4. experimentalniho dne (p < 0,001, v grafu neni vyznaceno).

Zmény v celkové frekvenci navstév zén obou skupiny zvitat byly srovnany pomoci
dvoucestné ANOVA s opakovanymi métenimi, kdy byla nalezena signifikantni interakce
typu podané latky (QNP/SAL) a poradim experimentdlniho dne [F(9,198) = 5,410,
p <0,001]. Zmény v celkové frekvenci navstév zon béhem jednotlivych experimentalnich
dnti byly néasledné vyhodnoceny oddélené¢ pro SAL a QNP skupiny pomoci jednocestné
ANOVA. Primérnd frekvence navstév zén SAL skupiny se mezi jednotlivymi
experimentalnimi dny signifikantné neliSila [F(9,97) = 0,352, p = 0,995], pfiCemz 10. den
byla frekvence navstév zon priomérné 1,5krat vyssi nez 1. den. Primérna frekvence navstév
zon QNP skupiny se mezi jednotlivymi experimentdlnimi dny signifikantné liSila
[F(9,101) = 5,290, p < 0,001], kdy 10. den byla sumarni frekvence navstév zon primérné
7krat vyssi nez 1. den. Primérné frekvence navstév jednotlivych zon SAL a QNP potkany
v pritbéhu jednotlivych dnil habituaci jsou srovnany v Grafu 2. Primérna frekvence navstév
zon QNP a SAL skupin zvifat béhem jednotlivych experimentalnich dnd byla srovnana
jednovybérovym t-testem. Primérna frekvence navstév zon QNP skupiny byla signifikantné
vy$si nez priimérna frekvence navstév zon SAL skupiny od 4. dne [t(35) =4,315, p <0,001].
Rozdily v navstévnosti zon korespondovaly s lokomo¢ni aktivitou obou skupin potkanti

(viz Graf 3 a Graf 4).
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Graf 2 - Srovnani primérné navstévnosti zon potkany QNP a SAL skupiny béhem
jednotlivych experimentalnich dnt. Rozdily mezi lokomo¢ni aktivitou potkant QNP a SAL
skupiny byly signifikantné vyssi od 1. experimentalniho dne (p < 0,001, v grafu neni vyznaceno)
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Graf 3 - Prumérnd lokomoce a pramérny pocet navstév zon beéhem jednotlivych
experimentalnich dnii potkand SAL skupiny.
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Graf 4 - Prumérnd lokomoce a prumérny pocet navstév zon beéhem jednotlivych
experimentalnich dnti potkantt QNP skupiny.

Za ucelem vyhodnoceni stability vzorce preference zon byly jednotlivé zony arény
piekddovany na A-F dle celkové frekvence poctu navstév dané zony zviretem (kde A byla
celkové nejvice a F celkové nejméné preferovanou zonou). Statistickd analyza stability
vzorce preference zon byla provedena dvoucestnou ANOVA s opakovanymi métfenimi
(two-way ANOVA repeated measures), oddelené¢ pro SAL a QNP skupinu, kde zona byla
meziskupinovym faktorem a experimentalni den byl vnitroskupinovym faktorem. U SAL
skupiny nebyla interakce mezi pofadim sezeni a frekvenci navstév zon A-F signifikantni
[F(25, 209) = 0,422, p = 0,994], zatimco u QNP skupiny byla tato interakce signifikantni
[F(19, 276)=3,011, p <0,001].

Rozdily ve frekvenci navstév zon A azZ F nebyly signifikantni u SAL [F(5, 60) = 0,993,
p = 0,43] a byly signifikantni u QNP skupiny [F(5, 72) = 20,737, p < 0,001].
Pfi vicendsobném srovnani Bonferroniho post-hoc testem byly nalezeny signifikantni
rozdily (p < 0,001) v navstévnosti zon A az F u QNP skupiny. Zéna A byla signifikantné
vice navstévovand nez zony C, D, E, F a zéna B byla signifikantné vice navstévovana
nez zony D, E, F. U SAL skupiny nebyly rozdily mezi navstévnosti zon A-F v Zadném
ptipad¢ signifikantni (p > 0,05). U QNP skupiny byla zéna A navstévovana s 5,1krat vyssi
frekvenci nez zona F (celkem 12 179 (A) navstév oproti 2380 (F)), zatimco u SAL skupiny

byla zéna A navstivena s 1,7krat vyssi frekvenci nez zona F (celkem 1436 (A) navstév oproti
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844 (F)). Primérnd navstévnost zén A-F SAL skupiny je zndzornéna v Grafu 5

a QNP skupiny v Grafu 6.
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Graf 5 - Prumérna navstévnost jednotlivych zéon piekodovanych dle celkové preference
SAL skupinou potkanii v prubéhu jednotlivych experimentalnich dnd.

skupina: QMNP
zdna
2007 I A
I B
C
£ ID
[ E
2 150 IF
N
=
-3
=
m
0
2 1004
]
=
pla k]
£
=
L 5
S
0 T T T T T T T T

—
%]
[#%)
I
in
o=
pap.
=]
[{a]
—
[ ]

Experimentalni den

Graf 6 - Primérnd navstévnost jednotlivych zon prekédovanych dle celkové preference
QNP skupinou potkant v prib¢hu jednotlivych experimentalnich dni.
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8.1.1 Explorace OF prostredi za ucelem indukce exprese IEG

Zaucelem nasledného sledovani exprese IEG v mozku zvitat byla pokusné zvitata, jimz byl
podavan QNP a SAL, ndhodné rozdélena do dvou skupin. Prvni ¢ast zvirat explorovala OF
arénu po dobu 5 minut za ucelem exprese IEG (aktivni zvirata, n = 7 zvitat QNP skupiny
an=7 zvitat SAL skupiny). Druha ¢ast zvirat byla ponechana v chovnych boxech za ucelem
pozdéjsiho stanoveni bazalni exprese IEG (kontrolni zvitata, n = 5 zvitat QNP a n =5 zvirat
SAL skupiny). Primérna délka uslé trasy a pruimérna frekvence navstév zén potkand

aktivnich zvirat jsou znazornény v Grafu 7a a 7b.
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Graf 7 - Porovnani lokomo¢ni a behavioralni aktivity zvitat explorujicich arénu dle typu podané
latky (QNP ¢i SAL). (a) Primérna délka uslé trasy v mm, (b) primérna frekvence navstév zon.

Pro srovnani stability preference z6n byly frekvence navstév zén
z 11. experimentdlniho dne prekddovany na A-F dle celkového potfadi preference zon
z ptedchazejicich experimentalnich dni. Data o frekvenci navstév zon A-F z 10.
(t =60 minut) a 11. sezeni v aréné (t = 5 minut) byla za G¢elem porovnani standardizovana.
Srovndni  primérnych standardizovanych frekvenci navs§tév zon A-F SAL

a QNP senzitizovanych zvifat explorujicich arénu je vyobrazeno v Grafu 8A a §B.
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Graf 8 - Srovnani primémné standardizované frekvence navstév jednotlivych zoén

prekodovanych dle celkového potadi preference z predchazejicich 10 experimentalnich dnt. (A)
Srovnéani dat z 10. dne a 11. experimentalniho dne SAL aktivni skupiny zvitat. (B) Srovnani dat
z 10. dne a 11. experimentalniho dne QNP aktivni skupiny zvitat.

8.2 Mapovani neuronalni aktivity

8.2.1 Imunohistochemicka cast

K mapovani aktivnich neuronit ACC, OFC a MPC aktivnich i kontrolnich potkant byla
vyuzita in situ hybridizace IEG Arc. Na zaklad¢é softwaru ImageJ (Schneider et al., 2012)
byly ureny pocty jader neuroni ACC, OFC a MPC pozitivnich pro 4rc mRNA signal
(Arct) a celkové pocty detekovanych jader neuront oblasti. Schematicky je postup detekce
Arc+ neuronli zachycen na Obrazku 10. Pro statistickou analyzu byla hladina signifikance
univerzalné stanovena na alfa = 0,05. Podily 4Arc+ jader neuroni z ACC, MPC a OFC
z vicenasobného méteni jednoho zvifete byly zprimérovany.

Statistické vyhodnoceni podilit Arc+ bunék z celkového poctu detekovanych jader
neuront potkanti byla provedena samostatné pro oblasti ACC, OFC a MPC. Statisticka
analyza byla provedena pomoci dvoucestné ANOVA bez opakovanych méfeni,
kde stimulace zvitete (explorujici/neexplorujici arénu) a typ podané latky (QNP/SAL) byly

meziskupinovymi faktory.
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Obr 10. Tlustrativni postup analyze snimkt v softwaru Imagel. (1) Stiednich 20% DAPI
(2) Oznacena jadra neuronti (3) Signal Arc (zelen€) pred odstranénim Sumu pozadi. (4) Signal
Arc po odstranéni Sumu pozadi. (5) Kompozitni snimek 4rc signalu a signalu DAPI (modte).
(6) Automaticka detekce Arc+ bunék na zékladé pfedem stanoveného prahu signélu.
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Pti srovnani podil Arc+ neuronit OFC byl nalezen signifikantni efekt stimulace
zvitete [F(1, 20) = 16,830; p = 0,001] i efekt podané latky [F(1, 20) = 5,938;
p=0,026]. Nebyla nalezena signifikantni interakce efektu stimulace zviiete a efektu podané
latky (p > 0,05). Rozdily v podilech Arct+ neuroni MPC byly ve vSech piipadech
nesignifikantni (vSechna p > 0,05). Pfi srovnani podili Arct+ jader meuroni ACC
byl nalezen signifikantni efekt stimulace zvitete [F(1, 13) = 15,064; p < 0,001]. V ptipadé
efektu podané latky (QNP/SAL) byl zaznamenan pouze trend ke zvySeni exprese Arc u QNP
senzitizovanych potkanti [F(1, 13) =4,265; p = 0,059]. Interakce mezi efektem podané latky
a efektem stimulace zvitete nebyla signifikantni (p > 0,05). Podily Arc+ jader neurontt OFC
jsou znazornény v Grafu 9, podily Arc+ jader neuronit MPC v Grafu 10 a podily Arc+ jader
neuronit ACC v Grafu 11.
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Graf 9 - Srovnani podili Arc+ jader neurontt OFC u skupin potkand délenych dle typu podané
latky na SAL (podéavan fyziologicky roztok) a QNP (podavan roztok QNP). Skupiny SAL i QNP
obsahovaly podskupinu stimulovanych (AA, explorace arény, t = 5 minut) a kontrolnich
nestimulovanych zvitat (CC, ponechani v chovnych boxech).
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Graf 10 - Srovnani podili Arc+ jader neurontt MPC u skupin potkanii délenych dle typu podané
latky na SAL (podavan fyziologicky roztok) a QNP (podavan roztok QNP). Skupiny SAL i QNP
obsahovaly podskupinu stimulovanych (AA, explorace arény, t = 5 minut) a kontrolnich
nestimulovanych zvitat (CC, ponechani v chovnych boxech).
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Graf 11 - Srovnani podili Arc+ jader neurontt ACC u skupin potkanti délenych dle typu podané
latky na SAL (podavan fyziologicky roztok) a QNP (podavan roztok QNP). Skupiny SAL i QNP
obsahovaly podskupinu stimulovanych (AA, explorace arény, t = 5 minut) a kontrolnich
nestimulovanych zvitat (CC, ponechani v chovnych boxech).
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9 DISKUZE

Model quinpirolem indukovaného kompulzivniho kontrolovani je vSeobecné ustanoveny
model OCD zohledniujici relevanci dopaminergniho systému v projevu repetitivnich
symptomil: Kombinace environmentdlniho kontextu a opakované stimulace agonistou
D2/D3 receptorii quinpirolem vyvolava u potkanti chovani pfipominajici kompulzivni
kontrolovani lidi (Szechtman et al., 1998). Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda je QNP
indukované kompulzivni kontrolovani spojené s alteracemi aktivit mozkovych struktur
implikovanych u OCD a ovétit tak konstrukéni validitu tohoto modelu. V nasi studii nebyly
pozorovany alterace aktivit OFC a ACC u QNP senzitizovanych potkant kontrolujicich
objekty arény. NaSim hlavnim zjisténim je vSak signifikantni zvySeni bazalni aktivity OFC
u QNP senzitizovanych zvitat. VedlejSimi cili této prace bylo (1) zhodnotit, zda model
quinpirolem indukovaného kompulzivniho kontrolovani spliiuje kritérium signifikantniho
zvyseni frekvence navstév preferovaného objektu v Case a (2) replikovat predchozi vysledky
studii popisujicich signifikantni zvySeni lokomoce a frekvence navstév objekti u QNP
senzitizovanych zvitat. Z naSich vysledkti vyplyva, ze QNP indukované kompulzivni
kontrolovani vyse popsané kritérium signifikantniho zvySeni frekvence navstév spliuje.
Podartilo se taktéz uspésné replikovat predchozi vysledky. V této diskuzi jsou jednotlivé
vysledky diskutovany na zékladé chronologického poradi v experimentu.

Lokomoc¢ni aktivita quinpirolem senzitizovanych i kontrolnich potkani byla
meéfena béhem explorace obohaceného otevieného pole, do kterého byla zvirata vkladana 50
minut od injekce QNP ¢i SAL. Tento pfistup byl zvolen na zdklad¢ bifazického ucinku
quinpirolu na lokomo¢ni aktivitu potkanii. Lokomoc¢ni aktivita potkanii je po akutni
subkutanni injekci QNP v davce 0,5 mg/kg prvnich 5 minut snizena v dusledkt aktivace
presynapticky ulozenych autoreceptorti typu D2 (Skirboll et al., 1979) a pfiblizné 30 minut
od podani quinpirolu zvySena aktivaci postsynapticky ulozenych D2-receptoril
(Eilam & Szechtman, 1989; Wu et al., 1993). Vzhledem k tomu, Ze biologicky polocas QNP
je piiblizné 9,5 hodiny a maximalnim uc¢inek QNP na lokomoc¢ni aktivitu nastava
po pfiblizné¢ 60 minutach, byl pro exploraci arény zvolen interval mezi 50 a 100 minutami
od podani QNP ¢i SAL (Eilam & Szechtman, 1989; Gallick Whitaker & Lindstrom, 1987).
U potkani senzitizovanych QNP se 1 v tomto pfipad¢ vyvinula diive popsana lokomoc¢ni
senzitizace (Szumlinski et al., 1997). Délka uslé vzdalenosti béhem prvniho a desatého dne
byla 4,9krat zvySena, coz koresponduje s diive publikovanymi vysledky popisujicimi
4 az 8 nasobny nartst lokomoc¢ni aktivity (Dvorkin et al., 2006). Lokomo¢ni aktivita
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potkanti, jimz byl podavan fyziologicky roztok, se v prib&hu experimentalnich dnt
signifikantné neliSila, coz doklada, Ze u nich k lokomo¢ni senzitizaci nedoslo.

Celkova frekvence navstév zén QNP senzitizovanych potkant byla ve srovnéni
s kontrolnimi zvifaty signifikantn¢ vyssi, coz koresponduje s ptedchozimi vysledky
popisyujicimi senzitizaci kompulzivniho kontrolovani (Dvorkin et al., 2006). Celkova
frekvence navstév zon QNP senzitizovanymi potkany byla 10. experimentalni den 7krat
vy$§i nez 1. experimentdlni den. Pfestoze zvySeni frekvence navstév zén QNP
senzitizovanymi potkany korelovalo s narGstem lokomoce potkani (viz Graf 4),
dle diivejsich vysledktl neni narist lokomoce per se zodpovédny za behavioralni projevy
kompulzivniho kontrolovani. Potkani, u nichZ byla hyperlokomoce navozena cilenou 1ézi
nucleus accumbens, vykazovali srovnatelnou lokomocni aktivitu jako QNP senzitizovani
potkani, nespliovali vS§ak formalni etologicka kritéria kompulzivniho kontrolovani (Dvorkin
et al., 2010).

Signifikantné vyssi frekvence navStév preferované zony (v textu dale jako
,home-base*) je prvnim z formalnich etologickych kritérii kompulzivniho kontrolovani
objektli u potkanti a pacienti s OCD (v textu dale jako ,kritérium €. 1, pro prehled kritérii
viz strana 7) (Szechtman et al., 1998). Béznym ptistupem v analyze chovani quinpirolem
senzitizovanych potkanli je napt. méfeni frekvence navstév home-base, frekvence navstév
ostatnich zon mezi navstévami home-base €1 primérné doby navratu do home-base (Albelda
& Joel, 2012; De Haas et al., 2011; Dvorkin et al., 2006) Tento ptistup vSak nevypovida
o stabilité preferenci zon v Case a omezuje moznost vzajemného srovnani jedinct riznych
skupin. V této studii jsme proto zvolili odlisny analyticky ptistup, kdy jsme zony arény
pro kazdé zvife individualné ptrekodovali dle celkového potradi frekvence navstév zon
na A - F. Nase vysledky jsou v souladu s ptedeslymi vysledky, které uvadi, Ze model
quinpirolem indukované¢ho kompulzivniho kontrolovani kritérium €. 1 spliiuje (Eilam et al.,
2012). Celkové nejnavstévovanéjsi zona (A) byla quinpirolem senzitizovanymi potkany
navs§tévovana se signifikantné vyssi frekvenci neZ vSechny ostatni zony (B, C, D, E, F).
Vzhledem k tomu, Ze se ani celkova frekvence navstév nejvice navstévované zony (A)
u kontrolnich zvifat v Zadném piipadé signifikantné neliSila od frekvence navstév ostatnich
z6n, kritérium €. 1 nesplnila.

Pro tcely srovnani neurondlni aktivity QNP senzitizovanych a kontrolnich zvifat
byly vybrany struktury ACC, OFC, MPC. Oblasti ACC a OFC byly vybrany na zaklad¢

predchozi korelace s OCD (Menzies et al., 2010) a asociace s dimenzi kontrolovani OCD
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(Cottraux et al., 1996; Mataix-Cols et al., 2004). MPC byl vybréan jako kontrolni struktura,
jelikoz zmény v aktivité¢ dorzolaterdlni ani ventromedialni prefrontdlni kiry, funkéné
odpovidajicich MPC potkana, nebyly asociovany s OCD ani s dimenzi kontrolovani.
Ocekavali jsme proto, Zze ke zménam v aktivit¢ MPC nedochdzi ani u senzitizace
quinpirolem. Aktivita ACC, OFC a MPC u potkani kontrolujicich objekty arény byla
urovana na zékladé Sminutové explorace arény. Prestoze byl tento Casovy interval
v porovnani s predchozimi senzitizaCnimi sezenimi vyrazné kratsi (5 minut oproti
(50 minutam), preference jednotlivych objektl arény béhem Sminutového sezeni se u QNP
senzitizovanych potkani vyrazné podobala preferenci zén z ptedchoziho senzitizacniho
sezeni, jak je patrné z Grafu 8. Vyhodou Sminutové explorace arény bylo pfedev§im snizeni
rozdilu v lokomoci QNP a SAL skupin zvifat, které by mohly zmast vysledky nasi studie.
Ackoliv je z Grafu 11 patrny trend ke zvySeni podilu Arc exprimujicich neuroni
v ACC u QNP senzitizovanych zvitat explorujicich arénu, v porovnani s kontrolnimi zvitaty
explorujicimi arénu nebyly nalezeny signifikantni rozdily. Tento vysledek zcela
nekoresponduje s vysledky diivejsich studii, které popisuji snizeni aktivity ACC u QNP
senzitizovanych potkant. Konkrétné Huang et al. prostfednictvim multikanalového
elektrofyziologického snimani neurontt ACC popsali vyrazné snizeni aktivity sledovanych
neuront (73 %) (Huang et al., 2013). Pokles aktivity ACC u QNP senzitizovanych potkanti
uvadi 1 Carpenter et al. a Richards et al. za pouziti metody lokdlniho cerebralniho vyuziti
gluk6zy (Carpenter et al., 2003; Richards et al., 2005) Odlisné vysledky mohou byt dany
rozdilnymi metodologickymi ptistupy mezi t€mito studiemi a nasi studii. Huang et al. ve své
studii vyuzili anestetizovana zvitata, tedy méfeni aktivity neuronti nebylo provedeno v dob¢,
kdy zvitata kontrolovala objekty arény. Metoda lokalniho cerebralniho vyuziti glukdzy,
aplikovana Carpenter et al., Richards et al. a Huang et al., je schopna detekovat pouze velké
uniformni zmény aktivity nervovych buné€k struktury a neni specifickd pro neurony (Féger
& Robledo, 1991). Prestoze je ACC u OCD konzistentné implikovan, Gidaje o sméru alterace
aktivity ACC nejsou konzistentni a neumoZiuji ndm tak pfimé srovnani s nasSimi vysledky.
Cheng et al. a Hou et al. popisuji zvySeni aktivity ACC u pacientl béhem klidového méfeni
funkéni magnetickou rezonanci (Cheng et al., 2013)(Hou et al., 2012). Oproti tomu vSak
Rauch et al. na zdklad€ pozitronové emisni tomografie nenalezli zvySenou aktivitu ACC
béhem klidového méfeni, ale ptfi vyvolani symptomti OCD (Rauch et al., 1994). Meta-
analyza zobrazovaci studii Norman et al. vSak popisuje sniZeni aktivity ACC u OCD

pacientl (Norman et al., 2016). Podobné Nakao et al. nenalezli rozdily v aktivit¢ ACC pii
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vyvolani symptomu, popisuji vSak na zdkladé¢ funkéni magnetické rezonance zvySeni
aktivity ACC pti uspé$né symptomatické terapii (Nakao et al., 2005), coz kontrastuje
s vysledky Perani et al., kteti pomoci pozitronové emisni tomografie popisuji naopak snizeni
aktivity ACC po uspésné symptomatické 1é¢be (Perani et al., 1995).

Quinpirolem senzitizovana zvifata méla signifikantné vyssi podil Arc exprimujicich
neuroniit OFC oproti kontrolnim zvifatim. Z Grafu 9 je patrné, ze uvedeny rozdil je dan
vysokymi hodnotami bazdlni exprese Arc u QNP senzitizovanych zvifat ponechanych
v chovnych boxech (primérné¢ 28 % u QNP senzitizovanych potkani oproti 5 %
u kontrolnich zvifat). Tento vysledek koresponduje s pfedchozimi vysledky popisujicimi
hyperaktivitu OFC u QNP senzitizovanych zvifat (Asaoka et al., 2019). Hyperaktivita OFC
byla neptimo prokazana i studiemi lézi, kdy inhibice aktivity neuronit OFC pomoci cilenych
1ézi snizuje cilenost zdmérného chovani, které je povazovano za jednu ze slozek
kompulzivniho kontrolovani u QNP senzitizovanych potkanti (Dvorkin et al., 2010).
Zvysena bazalni aktivita OFC byla popsdna u pacienti s OCD béhem klidového méteni
metodou funk¢éni magnetické rezonance, ptic¢emz zvyseni aktivity OFC pozitivné korelovalo
s celkovym skore Y-BOCS pacienta (Hou et al., 2012). Monitoring bazalni aktivity OFC
,u QNP senzitizovanych potkanii by tak mohlo slouzit jako potencialni platforma pro
testovani novych 1 stavajicich lé¢iv uzivanych k 1é¢bé OCD.

Vzhledem k relativné nizkému zastoupeni D2/D3 receptori v OFC 1 ACC
je pravdépodobné, ze je aktivita obou téchto struktur ovlivnéna QNP nepiimo, tj. vlivem
vazby QNP na receptory D2/D3 jiné oblasti mozku (Landwehrmeyer et al., 1993; Richards
et al., 2005) Jednou z téchto oblasti je ziejmé nucleus accumbens, které vykazuje vyrazné
zastoupeni D2/D3 receptorti (Meador-Woodruff et al., 1989). Nucleus accumbens projikuje
do OFC prostfednictvim mediodorzalniho jadra thalamu (Ray & Price, 1993) a obsahuje
1 neuroanatomické spoje s ACC (Parkinson et al., 2000). Vliv aktivity nucleus accumbens
na aktivitu OFC byl prokazan pomoci vysokofrekvenéni stimulace nucleus accumbens, ktera
vede k inhibici aktivity neuront OFC (McCracken & Grace, 2007).

V souladu s nasimi ocekdvanimi naSe vysledky neukazuji signifikantni zmény
v aktivité MPC u QNP senzitizovanych zvifat, coZ pozitivné pfispiva ke konstrukéni
validité¢ modelu. Z Grafu 10 je patrné, Ze podily Arc exprimujicich neuronil jsou v piipadé
QNP senzitizovanych i1 kontrolnich zvifat srovnatelné. Nedostatek odborné literatury
zabyvajici aktivitou MPC u quinpirolem senzitizovanych zvifat nam vSak neumoznuje ptimé

srovndni s predchozimi vysledky. Jelikoz byla role MPC difive implikovana
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ve zprostiedkovani ucinku lokomoci podnécujicich psychostimulanti a zfejmé se ticastni
lokomo¢ni senzitizace vyvolané opakovanou expozici kokainu (Beyer & Steketee, 2000),
usuzujeme, ze mechanismus indukce lokomocni senzitizace probiha v ptipadé senzitizace
QNP odlisnym zptisobem a nezahrnuje zmény aktivity MPC.

Limitaci této studie je pomérné maly pocet analyzovanych vzorki pro jednotlivé
struktury (pramérné¢ n = 5), jelikoz ¢ast obarvenych vzorkli byla vyfazena kvili
nerovnomeérnému obarveni ¢i slabému signalu. Toto omezeni by mohlo byt vyfeSeno
zdokonalenim protokolu pro FISH. Dalsi limitaci této studie je pomérné maly pocet jedinct
ve studii (n = 24), coz snizilo nasi schopnost detekovat vlivy o malé az stfedni velikosti
ucinku. Abychom byli schopni spolehlivé detekovat vlivy o malé az sttedni velikosti ucinku,
museli bychom pocet jedinct ve studii navySit minimalné na 34. Dals$i omezeni této studie
je spojeno s vyuzitim metody Arc FISH. Stanoveni prahovych hodnot pro detekci signalu
vychazi ze subjektivnich zkusSenosti experimentatora a detekovany signal se casto nachdzi

mimo detekovanou oblast jader neurontl, coz mtiZze snizovat piesnost provedené analyzy.
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10 ZAVER

Obsedantné-kompulzivni porucha je rozsifena neuropsychiatrickd porucha, jejiz lécba
v soucasnosti neni piili§ uspésna. Pro cel bliz§iho porozumeéni vzniku, patofyziologického
prabéhu a 1é¢by tohoto onemocnéni jsou vyuzivany rtizné animalni modely, pti¢emz jednim
z dobfe ustanovenych animalnich modeli OCD je model QNP indukovaného
kompulzivniho  kontrolovani. Pfestoze tento model vykazuje velmi dobrou
fenomenologickou validitu, pfesny mechanismus U¢inku senzitizace QNP neni zndm,
coz snizuje konstrukéni validitu modelu. Za ucelem ovéteni konstrukéni validity modelu
QNP indukovaného kompulzivniho kontrolovéani proto byly vybrany dvé korové oblasti,
jez byly v patofyziologii OCD implikovany (OFC, ACC) a jedna korova oblast, jezZ doposud
v patofyziologii OCD implikovana nebyla (MPC). Aktivita ACC, OFC a MPC b&hem
explorace obohaceného oteviené¢ho pole byla métena pomoci FISH Arc.

Na zaklad¢ naSich vysledkti dochdzime k nésledujicim zaveérim:

e Chronicka denni administrace quinpirolu v davce 0,5 mg/kg vyvolava u potkant
behavioralni a lokomo¢ni senzitizaci.

e Preference jednotlivych zén obohaceného otevieného pole QNP
senzitizovanymi potkany je stabilni v Case, priCemz frekvence navstév
home-base je nékolikanasobné vyssi nez frekvence navstév ostatnich zon.

e Aktivita ACC, MPC ani OFC u QNP senzitizovanych potkani explorujicich
obohacené oteviené pole se signifikantné nelisi od aktivity kontrolnich zvirat.

e Bazalni aktivita OFC u QNP senzitizovanych potkani je zvySena oproti bazalni
aktivité OFC kontrolnich zvirat.

Z naSich vysledki usuzujeme, ze animalni model senzitizace quinpirolem je dobfe
definovany a replikovatelny model kompulzivniho kontrolovani se silnou
fenomenologickou validitou a zcasti potvrzenou konstrukéni wvaliditou, jelikoz
mechanismus u¢inku quinpirolu neprovazi zmény aktivity implikovanych mozkovych

struktur.
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