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Abstrakt

Cile. Nasi hlavnim cilem bylo popsat interneuronalni populace exprimujici kalcium
vazici proteiny (calcium binding proteins — CaBP) calretinin (CR) a parvalbumin (PV) v
perirhindlni (PRC) a retrosplenialni (RSC) kiife potkana. Tyto dv¢ oblasti tvofi piechod mezi
neokortexem a hippokampalni formaci a napadné se odlisuji svym zapojenim a funkci, coz by
mohlo byt podminéno odlisnou strukturou interneurondlni populace. Znalosti o prfesném
slozeni neuronalni populace v jakékoli mozkové oblasti jsou nezbytnym piedpokladem pro
modelovani neuronalnich siti a pro pochopeni riiznych patologickych jeva, jako je naptiklad
tvorba a Sifeni epileptické aktivity.

Metody. Pro ucely této studie jsme pouzili mozky osmi potkanti kmene Wistar o stafi
3 mésice. Mozky byli nakrajeny na fezy tlusté 50 pm obarveny kresylvioleti podle Nissla, na
CR ana PV. Nésledn¢ jsme provedli kvalitativni a kvantitativni analyzu za pouZiti
stereologickych a denzitometrickych metod. Ziskané vysledky jsme pak statisticky
vyhodnotili.

Vysledky. PRC obsahuje absolutn¢ i relativné vétsi hustoty CR+ a PV+ neuront nez
RSC. Na druhou stranu je pomér CR : PV vyssi v RSC a je podobny hodnotam v neokortexu.
NejcastejSim typem neurontt CR+ populaci jsou vertikalné orientované bipolarni
/,,bitufted* neurony, zatimco vétSina PV+ populace vykazuje multipolarni morfologii.

Zavéry. V predlozené studii jsme popsali imunoreaktivitu CaBP, hustotu CR+ a PV+
neurontl jako i1 celkovou neuronalni hustotu v perirhindlni a retrosplenialni kiife potkana.
Dosazené vysledky ukazuji, Ze hlavnim rozdilem mezi obéma analyzovanymi oblastmi je
hustota CR+ neuroni, ktera je vyrazn¢ vyssi v PRC. NaSe vysledky spolu s pracemi jinych
autord naznacuji, ze jsou zde vyrazné rozdily ve sloZeni a distribuci interneuronalnich
populaci v dotud podle vSeho stejnych korovych oblastech. Tyto vysledky by mohli napomoct
k lepSimu pochopeni mechanismu funkce téchto korovych oblasti za normalnich a

patologickych stavii.



Abstract

Aims. The main aim was to describe interneuronal population expressing calcium
binding proteins calretinin (CR) and parvaloumin (PV) in the perirhinal (PRC) and
retrosplenial (RSC) cortex of the rat. These two cortical areas differ strikingly in their
connectivity and function, which could be caused also by different structure of the
interneuronal populations. Having a precise knowledge of the cellular composition of any
cerebral area forms one of the basic input parameters and tenets for computational modeling
of neuronal networks and for understanding some pathological conditions, like generating and
spreading of epileptic activity.

Methods. The brains of 8 male 3-month-old Wistar rats were used in this study. The
brains were cut into 50 um thick coronal section and these were stained for NISSL (cresyl
violet), and immunostained for CR and PV. The qualitative and quantitative analysis was
performed on these sections, using stereological and densitometric approach. All data
acquired were statistically evaluated.

Results. PRC possesses higher absolute and relative densities of CR+ and PV+
neurons than RSC, but the CR : PV ratio is higher in the RSC, which is similar to the
neocortex. The bipolar/bitufted neurons are most common type of CR+ population, while the
majority of PV+ neurons show multipolar morphology.

Conclusion. In presented study we described the pattern of CaBP immunoreactivity,
the density of CR+ and PVV+ neurons as well as the overall neuronal density in perirhinal and
retrosplenial cortex of the rat brain. Current results indicate that main difference between
analyzed areas is in density of CR+ neurons, which was significantly higher in the PRC. Our
results coupled with works of other authors show that there are significant differences in the
interneuronal composition and distribution of heretofore seemingly similar transitional
cortical areas. These results may contribute to the better understanding of the mechanism of

function of this cortical region in normal and diseased states.



Seznam pouzitych zkratek

A (+cislo) — prislusna korova oblast

ACg - pfedni cingularni ktira

AD — anterodorzalni jadro thalamu

AM — anteromediélni jadro thalamu

AmgBA - bazélni akcesorni jadro
amygdaly

AmgBL - bazolateralni jadro amygdaly

AmgBM - bazomedidlni jadro amygdaly

AP — anteroposteriorné

asf — area sampling fraction

AV — anteroventralni jadro thalamu

CaBP — kalcium-vazici proteiny

CB — calbindin

CE — koeficient chyby

CGM - corpus geniculatum mediale

CL - claustrum

CR — calretinin

CROD - korigovana relativni opticka
denzita

DAB - 3,3’-diaminobenzidin

EC — entorhinalni kdra

FrC - frontalni kura

GABA — kyselina gama amino maselna

INS - insularni ktira

LC - locus coeruleus

LD — laterodorzalni jadro thalamu
NAc - ncl. accumbens

NRph - ncll. rapheales

PaC - parietalni kiira

PBS — fosfatovy puft s chloridem sodnym

Pir - piriformni ktira

PostRH - postrhinalni ktira

PostSUB - postsubikulum

PRC — perirhinalni kira

Put - putamen

PV — parvalbumin

ROD - relativni opticka denzita

ROI — oblast zajmu

RSC — retrosplenialni kiira

S.E.M. — smérodatna chyba odhadu
praméru

ssf — section sampling fraction

SUB - subikulum

TeC - temporalni ktira

tsf — tissue sampling fraction



1. Uvod

1.1. Interneurony

Mozkova kiira savci se sklada ze dvou nestejné velkych neuronalnich populaci. VEtsi
Z nich tvofi pyramidové neurony, exprimujici excitaéni medidtor glutamat. Jsou to projekéni
neurony, s dlouhymi axony, jejichz funkci je propojovat kliru s jinymi korovymi a
podkorovymi oblastmi CNS. Druhou, mensi skupinou (25-30% z celkového poctu neuronil)
jsou lokalni interneurony. Jsou zna¢n¢ nesourodou skupinou, a lisi se morfologii, zapojenim,
funkei ¢i expresi riiznych neuropeptidii. Vétsinu z nich vsak tvofi inhibi¢ni, GABA-ergni
neurony (Markram et al., 2004). Na podkladé exprese kalcium vazicich proteini (calcium
binding proteins — CaBP) calretininu (CR), parvalbuminu (PV) a calbindinu (CB) je s
ur¢itymi omezenimi mozné rozdélit korové GABA-ergni interneurony do tii velkych,
vzajemné se neprekryvajicich bunéénych populaci (del Rio a DeFelipe, 1996; Gabbott a
Bacon, 1996; Kawaguchi a Kubota, 1997; Kubota et al., 1994; Toledo-Rodriguez et al., 2004;
Toledo-Rodriguez et al., 2005; Zaitsev et al., 2005; Zaitsev et al., 2009). Neurony exprimujici
calretinin (CR+) a parvalbumin (PV+) tvoii izolované subpopulace, které se neptekryvaji.
CR+ a PV+ interneurony se od sebe 1isi v n€kolika aspektech: morfologii, synaptickym
zakoncenim, elektrofyziologickymi vlastnostmi a mistem ptivodu.

1.2. Perirhinalni kira

Perirhinélni kiira (PRC) je pfechodné korova oblast na laterdlnim povrchu hemisféry
potkana, podél kaudalni poloviny sulcus rhinalis. Sousedi medialné s entorhinalni korovou
oblasti (EC) a kaudalné s postrhinalni oblasti (PostRH) (Brodmann, 1909). Pro tyto tii korové
oblasti obklopujici hippokampalni formaci se nékdy pouziva oznaceni ,, parahippokampalni
oblast* (obr. 1).

PRC se déle ¢leni na area 35 (A35) a area 36 (A36). Area 35 ma charakteristiky
agranularni klry s vyraznou V. korovou vrstvou a s velmi slabou, nebo chybéjici IV. korovou
vrstvou. Naproti tomu A36 ma charakteristiky dysgranularniho kortexu s nesouvisle
vyvinutou IV. korovou vrstvou (Burwell et al., 1995; Burwell, 2000; Witter a Amaral, 2004).

Z nejvyznamnéjsich korovych spojt je to pfedevSim zapojeni jednotlivych oblasti
PRC (A35, A36) navzajem mezi sebou a dale jsou to aferentni spoje z insularni, piriformni a
ventralni temporalni kliry, dale z lateralni entorhindlni a postrhinalni korové oblasti,
hippokampu a subikula. Slabsi aferentace pak ptichazi z frontalni, temporalni, parietalni a
okcipitalni kiry. Z podkorovych aferentti je vyznamné spojeni s amygdalou. Dulezity je i
vstup z ¢ichoveé kiry a ncl. endopiriformis a z claustra. Thalamické ptivody pochazeji z AM
a LD jadra, ncl. reuniens a z corpus geniculatum mediale. Korova eferentace smétuje do
parietalni, temporalni a frontalni kliry, dale do insularni, postrhinalni a lateralni entorhinélni
kiry, subikula a hippokampu. Podkorova eferentace béZi do putamen a ncl. accumbens,
amygdaly a periamygdalarni kiiry a do thalamu, hlavné do LD jadra (Burwell a Amaral,
1998a; Burwell a Amaral 1998b; Furtak et al., 2007; Witter a Amaral, 2004). Piehledné
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1.3. Retrosplenialni kira

Retrosplenidlni kiira (retrosplenial cortex - RSC) je pfechodna neboli mezokortikalni
korova oblast nachézejici se na mediokaudalnim povrchu hemisféry (obr. 1). Sklada se podle
Brodmanna (Brodmann, 1909) ze dvou arei - area 29 (A29) a area 30 (A30). Area 29 lezi na
medialni ploSe hemisféry a také byva oznacovana jako granularni restrosplenialni ktira (RSG),



zatimco area 30 se rozklada dorzolateralné od predchozi oblasti a je oznacovana jako
agranularni nebo dysgranularni retrosplenialni ktira (RSA, RSD) (Vogt, 1993)

Retroplenialni ktira je situovana ve vyznamné pozici mezi hipokampalni formaci a
neokortexem. Diky tomu ma bohaté aferentni a eferentni, ipsilateralni i kontralateralni spoje
s dal§imi korovymi oblastmi a podkorovymi strukturami. Z téch nejvyznamnéjsich korovych
spoju je to predevsim zapojeni jednotlivych oblasti a podoblasti RSC (A29a, b, A29¢c, A30)
navzajem mezi sebou a dale jsou to aferentni spoje z hippokampu, subikula a z postsubikula,
ze zrakové korové oblasti A17 a A18 a z predni cingularni kiiry.

Z podkorovych struktur je to zejména thalamus, jeho anteromedialni (AM),
anteroventralni (AV), anterodorzalni jadro (AD), déle laterodorzalni thalamické jadro (LD),
claustrum a hypothalamicka corpora mamillaria (Van Groen a Wyss, 1990; Van Groen a

wewvr

obr. 11.
2. Otazky a cile prace

Perirhinalni a retrosplenidlni korova oblast jsou pfechodnym typem kiiry tvoticim
prechod mezi neokortexem na jedné stran¢ a allokortikéIni hippokampalni oblasti na strané
druhé. Obé maji vyznamnou roli v pamétovych funkcich, podili se na pfenosu epileptickych
aktivit a na navigaci organizmu v prostoru. Az dosud publikované vysledky o inhibi¢nim
mechanizmu téchto oblasti maji pouze orientacni charakter a zcela chybi kvantitativni tidaje o
morfologickych charakteristikdch obou typi neuront. Pro ptesné pochopeni funkci obou
studovanych korovych oblasti je nezbytn¢ nutna znalost zadkladnich vlastnosti téchto neuronti
za fyziologické situace. Nasim cilem bylo tedy:

1. provést podrobnou kvalitativni a zejména kvantitativni analyzu inhibi¢nich

interneuronti v PRC a v RSC za pomoci stereologické a densitometrické analyzy.

2. ovefit, zda tyto dvé pfechodné korové oblasti maji odobné sloZeni interneuronélnich

populaci nebo zda se v zastoupeni CR+ a PV+ neuronti lisi.

Vzhledem k tomu Ze jsme srovnavali interneuronalni vybavu dvou piechodnych korovych
oblasti, pfedpokladali jsme, ze zastoupeni CR a PV interneuroni a exprese obou proteint
budou v obou oblastech obdobné.

3. Material a metody

V nasi studii jsme vySetfovali perirhinalni a retrosplenialni korové oblasti potkaniho
mozku. Pouzito bylo celkem 8 potkanii kmene Wistar. Mozky byly nafezdny na 50 pm tlusté
koronalni fezy, které byly barveny podle Nissla a imunohistochemicky pomoci
monoklonalnich protilatek proti CR a PV. Na téchto fezech byly kvantitativné a kvalitativné
hodnoceny interneuronalni populace. Na Nissl-barvenych fezech byla stereologicky zmétena
celkova hustota neuronti ve zkoumanych oblastech. Denzitometricky byla hodnocena opticka
denzita neuropilu. Zmétené hodnoty v jednotlivych oblastech byly porovnany za pouziti
statistického testu Tukey-Kramer.

3.1. Pokusna zvirata
V této studii byly pouzity mozky Sesti potkanti kmene Wistar (samci) stafi 3 mésict o

télesné hmotnosti 350 az 400 gramt. Pro kvalitativni hodnoceni barveni na CaBP byly
pouzity jest¢ 2 archivni piipady (samci, 4 mésice, kmen Wistar). Zvitata byla chovéna za



standardnich podminek (cyklus 12 hodin svétlo / 12 hodin tma, teplota vzduchu 22+1°C,
vlhkost vzduchu 50-60 %, volny pfistup k vodé a potravé). Experimenty byly schvaleny
Odbornou komisi Fyziologického tstavu AV CR, v.v.i. a byly provedeny v souladu
s platnymi smérnicemi Evropské rady (The guidelines of the European Community Council
directives 86/ 609/EEC and NIH Guidelines (Assurance No. #A5820-01).

3.2. Pfiprava materialu

Po usmrceni zvifat byl cévni systém perfundovan 0,01 M fosfatovym pufrem (pH 7,4)
a nasledné¢ 4% paraformaldehydem v roztoku 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,4. Mozky byly
opatrné v celku vypreparovany =z lebecni dutiny, déale postfixovany v pufrovaném 4%
paraformaldehydu po dobu tii hodin a poté vloZeny do vzestupné fady sachardzy (10%, 20%,
30%) v PBS (fosfatovy pufr s chloridem sodnym; PBS - phosphate buffered saline) pii 4°C.
Mozky byly nasledné zamrazeny na suchém ledu a nakrdjeny na 50 pm silné koronarni fezy
na kryostatu Leica CM 1900.

3.3. Imunohistochemické barveni

Sousedni sériové koronarni fezy byly v sériich ,jeden z péti“ nabarveny ctyrmi
metodami: kresylvioleti podle Nissla, u dalSich fezi byly provedeny immunohistochemické
reakce na priikaz calretininu (CR), parvalbuminu (PV) a calbindinu (CB). Paty tez z kazdé
série nebyl zpracovan a byl archivovan pro piipadné dal§i pouziti. Vzhledem k velmi
variabilni a z¢asti velmi nizké intenzité barveni na CB-imunoreaktivni neurony, fezy barvené
na CB, nevhodné pro kvantitativni analyzu nebyly pouzity. Detailni popis
imunohistochemického barveni viz Barinka et al., 2012; Salaj et al., 2015.

3.4. Ohraniceni korovych oblasti a vrstev

Pti identifikaci cytoarchitektonickych hranic perirhindlnich korovych oblasti A35 a
A36 jsme vychazeli z popisu R. Burwellové (Burwell, 2001). Pro rozliSeni retrosplenidlnich
korovych poli jsme vychézeli z klasifikace Vogta (Voght et al., 2004).

U PRC byla kvantitativni analyza provedena rostrokaudalné v rozsahu od -2,75 mm do
pfiblizné -7,0 mm AP (anteroposteriorn€) od bregmatu, s pouZitimi atlasu (Paxinos a Watson,
2007). V pripadé RSC kvantitativni analyza zahrnovala rostrokaudalni rozsah oblasti od -1,80
mm po piiblizné -6,55 mm AP (anteroposteriorn¢) od bregmatu (Paxinos a Watson, 2007).

3.5. Kvalitativni analyza

Kvalitativni analyza byla provedena na obou hemisférach. Hodnoceni
cytoarchitektoniky a imunoreaktivity v jednotlivych areach a vrstvach a rovnéz hodnoceni
somatodendritické morfologie imunoreaktivnich neuroni bylo provedeno na fezech
barvenych Nisslovym barvenim a na fezech kde byly provedeny imunohistochemické reakce
na CR a PV. Byl pouZit program pro analyzu obrazu (Cell*F, Olympus) a digitalni kamery
Olympus DP 72 piipojené k mikroskopu Olympus BX 51.

3.6. Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza se sklddala z denzitometrické a stereologické analyzy a byla
provedena na pravé mozkové hemisféte.
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3.6.1. Denzitometrické hodnoceni

Denzitometricka analyza imunoreaktivity neuropilu a neuroni pro CR a PV
Vv korovych areach 35, 36, 29 a 30 byla provedena na korondrnich fezech rovnomérné
vzdalenych rostrokaudalnich urovni. Pro PRC jsme pouzili 3 koronarni fezy (AP -3.96 mm,
AP -5.04 mm a AP -6.00 mm), pro RSC jich bylo 5 (AP -2.05 mm, AP -3.05 mm, AP -4.05
mm, AP -5.05 mm a AP -6.05 mm od bregmatu, (Paxinos a Watson, 2007). Uhrnem bylo
hodnoceno 18, respektive 30 fezii (3 resp. 5 fezii z kazdého ze 6 potkani). Podrobny popis
denzitometrické analyzy je uveden ve studiich Barinka et al., 2012; Salaj et al., 2015.

3.6.2. Stereologicka analyza

Pro stanoveni celkové neurondlni a interneurondlni denzity byla pouzita stereologicka
analyza, umoziujici pfesny vypocet neuront v daném objemu tkané pii analyze omezené Casti
celkového objemu. Detailni popis této metodiky a principy, ze kterych vychazi, véetné
vysvétleni vypoctd, je mozné najit ve studii Westa a kol (West et al., 1991).

Celkova neurondlni denzita byla méfena na fezech barvenych podle Nissla. Byly
pouzity fezy ze vSech Sesti zvifat. Neurony byly pocitiny na kazdém druhém fezu v
rostrokaudalnich intervalech AP -2,75 mm az AP -7,0 mm pro PRC a AP -1.80 az -6.55 pro
RSC. Neurony byly poéitany zvlast pro vrstvy II+IV a pro vrstvy V+VI a nakonec sumarné
ve vSech vrstvach (1I-VI). Korova vrstva I nebyla hodnocena vzhledem k velmi nizkému
poctu interneurond imunopozitivnich na CR a PV. Detailny popis stereologické analyzy je
uveden ve studiich Barinka et al., 2012; Salaj et al., 2015.

3.6.3. Statistické hodnoceni

Analyza variance (ANOVA — analysis of variance) nasledovana Tukey-Kramer
multiple comparison testem byla pouZzita pro vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdila
Vv korigované relativni optické denzité, celkové neurondlni i interneurondlni denzité a
procentualnich podild interneuront. P hodnoty < 0,05 byly hodnoceny jako statisticky
vyznamne.

4. Vysledky
4.1. Obecna charakteristika imunoreaktivity calretininu a parvalbuminu
4.1.1. Calretinin v PRC
Celkova hladina CR imunopozitivity v PRC je vyrazné€ vyssi nez v Sousedici
entorhinalni korové oblasti. Vyrazny a nahly pokles CR imunopozitivity na pfechodu
perirhindlni a entorhinalni kiiry spolehlivé urcuje ventralni hranici PRC (obr. 5A).
Nepozorovali jsme Zadné vyznamné zmény v rozlozeni CR imunopozitivity podél
rostrokaudalni osy PRC (obr. 7).
4.1.2.Calretinin v RSC

Na rozdil od perirhindlni kiiry, v niz byla intenzita CR pozitivity neuropilu vyrazné
vysSi nez v sousednim temporalnim neokortexu (Barinka et al., 2012), jsme zaznamenali jen
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malé rozdily v celkové intenzité barveni mezi RSC a okolnim neokortexem (obr. 2B).
Nicméné rozdily v imunoreaktivité v rdmci jednotlivych korovych vrstev jasné odlisuji
retrosplenialni oblasti 29 a 30 od sousedicich korovych poli (obr. 6A).

Celkova intenzita a rozlozeni CR barveni se v RSC podél rostrokaudalni osy vyrazné&ji
neméni s jednou vyjimkou vyssi intenzity barveni v oblasti 29a, kterd se nachazi jen
V kaudalnich fezech (obr. 8E). Nepozorovali jsme zadné rozdily v rozloZeni barveni mezi
oblastmi 29b a 29c, nicméné jednoznacné vymezeni hranic mezi jednotlivymi podoblastmi
A29 (obr. 3) nebylo na CR barvenych fezech mozné.

4.1.3. Parvalbumin v PRC

V protikladu k CR- imunoreaktivité jsou fezy barvené na PV charakteristické vyrazné

cv v

4.1.4. Parvalbumin v RSC

Na fezech barvenych na parvalbumin jsme v RSC nepozorovali tak vyrazné rozdily
oproti sousedicimu neokortexu jako v ptipad¢ materidlu barveného na CR (obr. 2C a 6B).

V A29 I. vrstva vykazuje jenom nizkou intenzitu zbarveni. Hloubé&ji miizeme najit pruh
vysoké intenzity ve IL. vrstvé, ostfe ohrani¢eny proti vrstvé L., jehoz intenzita postupné klesa
smérem k III. vrstv€. Tato spolu s vrstvou IV. vykazuji jenom nizkou PV imunopozitivitu,
VI vrstvé.

Na hranici mezi A29 a A30 je patrny nahly a vyrazny vzestup tloustky pruhu vysoké
intenzity ve II. a III. vrstvé, spole¢n€ s mirnym zzenim vysoce intenzivniho pruhu v V.
vrstveé (obr. 6B) Diky témto vyraznym zménam v rozloZeni imunoreaktivity miizeme jasné
rozlisit hranici mezi A29 a A30 na PV barvenych fezech (obr. 6B).

4.2. Neuronalni morfologie
4.2.1. Morfologie neuronii v PRC

Obecné somatodendriticka morfologie CR+ a PV+ neuronti v obou studovanych
oblastech byla mén¢ rozliSitelnd nez v okolnich neokortikéalnich oblastech. Ve vSech
ptipadech byli dendritické stromy neurontl ze V. a V1. vrstvy lépe nabarvené a viditelné nez
ve IL aIIL vrstve.

4.2.1.1. Calretinin

1. Vertikaln€ orientované bipolarni nebo ,,bitufted neurony
Nejcastéji se vyskytujici typ CR+ neuront byl bipolarni typ. (obr. 9A) Tyto bunky
tvorili nejvétsi skupinu v jak v povrchovych (IL.-1V.), tak v hlubokych korovych
vrstvach (V.-V1.) obou oblasti.
2. Multipolarni neurony
Buné¢na téla multipoldrnich CR+ neurontt méli nejcastéji tvar mnohothelniku, se
ttemi nebo ¢tyfmi hlavnimi dendrity radiadlné odstupujicimi z téla a mificimi vSemi
sméry do okoli (obr. 9B). Mén¢ Casto jsme nalezli neurony typu obracené pyramidy.
3. Horizontalné orientované bipolarni nebo ,,bitufted* neurony
U tohoto vzacného typu CR+ neuronti vétSinou protilehlych pola fusiformniho téla
odstupovaly 2 svazky/trsy dendritl, fid¢eji jenom dva primarni dendrity (obr. 9C).
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Ukazka relativniho zastoupeni kazdého typu v riznych oblastech nebo vrstvach je na (obr. 12)
4.2.1.2. Parvalbumin

1. Vertikalni bipolarni nebo ,,bitufted* neurony
Tento typ PV+ neuronil jsme nachazeli jenom vzacné. Obvykle mély ovalné
perikaryon s dendrity odstupujicimi z horniho a dolniho pélu bunééného téla (obr.
D).

2. Multipolarni neurony
Neurony tvorici nejpocetnéjsi PV+ typ neuronti ve vSech vysSetfovanych oblastech
a vrstvach. Bunécna téla mela typicky kulaty nebo ovalny tvar, ¢asto se ¢tyfmi
nebo 1 vice dendrity, radialné se vétvicimi do vSech smért (obr. 9E). Dendrity byly
vétSinou velmi tenké a slabé zbarvené.

3. Horizontalni bipolarni nebo ,,bitufted” neurony
Malo ¢asty morfologicky typ PV+ neurontl jsme pozorovali ¢astéji v hlubSich
korovych vrstvach. (obr. 9F).

Ukazka relativniho zastoupeni kazdého typu v riznych oblastech nebo vrstvach je na (obr. 12)

4.2.2. Morfologie neuronii v RSC

Obecné byla neuronalni morfologie 1épe rozlisitelna u neuroni barvenych na CR nez u
téch barvenych na PV. (obr. 9) Buné¢na téla, proximalni dendrity i distalni ¢asti dendritickych
segmenti byly rozeznatelné u naprosté vétSiny CR barvenych neuronti. Intenzivnéji zbarveny
dendriticky strom spolu s delSimi dendritickymi segmenty byly ¢astéjsi ve vrstvach V.-VI.
nezli v supragranularnich vrstvach. Naproti tomu u PV barvenych neuroni bylo mozno

wewr

nebylo mozno rozliSitproti silné¢ imunopozitivnimu neuropilu.
4.2.2.1. Calretinin

1. Vertikaln¢€ orientované bipolarni nebo ,,bitufted* neurony
Nejcastéji se vyskytujici typ CR+ neuront byl bipolarni typ. (obr. 9A) Tyto bunky
tvotily nejvétsi skupinu v hlubokych korovych vrstvach (V.-V1.) obou oblasti.

2. Multipolarni neurony
Multipolarni neurony (obr. 9B) byly druhou nejvétsi skupinou celkem a nejcastéji se
vyskytujicim bunécnym typem v povrchovych korovych vrstvach (I1.-1V.) obou
oblasti.

3. Horizontaln¢€ orientované bipolarni nebo ,,bitufted neurony
Horizontalné orientované CR+ neurony (obr 9C.) tvofily jenom malou ¢ast celkové
populace v obou studovanych oblastech.

Ukazka relativniho zastoupeni kazdého typu v riznych oblastech nebo vrstvach je na (obr. 12)
4.2.2.2. Parvalbumin

Pokud jde o PV+ neurony v RSC, u naprosté vétsiny pozorovanych neuronti bylo
rozlisitelné pouze bunécné télo piipadné kratké segmenty primarnich dendriti. Bunécné

vybézky byly dobfe nabarvené, ale jenom vyjimecné je $lo odlisit od siln¢ PV
imunopozitivniho neuropilu. VétSina rozlisitelnych neuronit méla télo okrouhlé, nebo tvaru
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obracené pyramidy, pfipominajici morfologii multipolarnich neuronti. Mén¢ ¢asto jsme
pozorovali v hlubokych vrstvach neurony s vertikalné orientovanym télem ovalného tvaru.

4.3. Denzitometricka analyza calretininové a parvalbuminové imunoreaktivity

Denzitometricka analyza slouzila kvantifikaci rozdil v CR a PV imunoreaktivité
neuropilu v PRC a RSC. M¢fili jsme korigovanou optickou denzitu (cROD) v obou
studovanych oblastech (viz. Material a metody). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 2.

4.3.1 Denzitometrie v PRC

Na CR barvenych fezech byla nejvyssi cROD v A35 (4.7+0.5 ). Mirné, ale
nesignifikantné, niz§i hodnoty pak byli naméfeny v A36 (4.4+0.6). Na fezech barvenych PV
byli hodnoty cROD 3.7+0.4 pro A35 a 5.1+0.7 pro A36, opét bez statisticky vyznamného
rozdilu. Pro uréeni ptipadnych rozdili v CR a PV imunopozitivité¢ podél rostrokaudalni osy
jsme porovnali cROD ze tfi riznych rostrokaudalnich urovni pro vSechny studované oblasti.
Nepozorovali jsme zadné statisticky vyznamné rozdily v hodnotach cROD ze zminovanych
oblasti (bez ¢iselnych dat, pro ptedstavu obr. 7)

4.3.2. Denzitometrie v RSC

V CR barvenych fezech byla hodnota cROD 2.1 v obou popisovanych oblastech.
V tezech barvenych na PV byla hodnota cROD vyrazné vyssi, 4.5 v A29 a 4.4 v A30 (obr. 6).
Pro uréeni moZznych rozdilti v imunoreaktivité pro CR a PV podél rostrokaudalni osy jsme
dale zméftili cROD z 5 riiznych Grovni v obou zkoumanych oblastech. Nebyla nalezena zadna
statisticky vyznamné odchylka v hodnotach cROD ve vSech vySettovanych fezech (obr 8).

4.4. Kvantitativni analyza hustoty imunoreaktivnich neuronii
4.4.1. Hustoty CR+ a PV+ neuroni

Hustota CR+ a PV+ neuront v A29, A30, A35 a A36 byla urcena stereologicky a
vyjadiena jako pocet neuronti na 1 mm3 mozkové kliry + smérodatna odchylka (S.E.M.)
samostatné a zvlast’ pro korové vrstvy IL.-1V., V.-VI. a nakonec celkové IL.-VI. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce 1.

4.4.1.1. Hustoty CR+ a PV+ neuronii v PRC
4.4.1.1.1. Calretinin

Distribuce CR+ neuronti byla podobna v obou studovanych oblastech, s vysokou
neuronalni hustotou v povrchovych a vyrazné nizsi hustou v hlubokych korovych vrstvach.
Dale jsme pozorovali rozdily v neurondlni hustoté¢ mezi studovanymi oblastmi. Tato hodnota
klesa podél ventrodorzalni osy, s nejvyssi hodnotou v A35 (3194+211 neuront/mm3 pro
vrstvy 11.-V1.) a mnohem nizsi hodnotou v A36 (25204363 neuroni na mm3) a jevi klesajici
tendenci smérem dorzaln¢ (Barinka et al., 2012). Tento pokles je zvIasté vyrazny
v povrchovych vrstvach I1. a II1. (I1.-IV.) (tab. 1 pro ¢iselné hodnoty, ptip obr. 7).
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4.4.1.1.2. Parvalbumin

V obou studovanych oblastech byli PV+ neurony rozlozeny podobn¢ jako CR+
neurony, s vyssim poctem bunék v povrchovéjsich korovych vrstvach i kdyz rozdil mezi
jednotlivymi vrstvami nebyl tak markantni jako v pfipadé¢ CR+ neuronti. Na rozdil od CR+
neurond byly PV+ neurony rozlozeny rovnomérnéji mezi studované oblasti. Neuronalni
hustota v A35 byla 3805+120 neuront/mm3 pro IL.-VI. vrstvu a jenom nesignifikantné vyssi
byla v ptipadé A36 (4336+223 neuronti /mm3) (tab.1).

4.4.1.2. Hustoty CR+ a PV+ neuroni v RSC
4.4.1.2.1. Calretinin

RozloZzeni CR+ neuront bylo velice podobné v A29 a A30, s vysokou hustotou
Vv povrchovych korovych vrstvach a vyrazné¢ nizsi hustotou v hlubokych vrstvach. Nicméng,
celkové byla vyssi hustota neuronil v A29 ve srovnani s A30. Tento rozdil byl statisticky
vyznamny.

4.4.1.2.2. Parvalbumin

Hustota PV+ neuroni v V.-VL. vrstvé byla vyrazné vyssi v A29 ve srovnani s A30.
Rozdily v neurondlnich hustotach zbyvajicich oblasti (vrstvy IL-1V. a I1.-V1.) nedosahly
statistické vyznamnosti.

4.4.2. Celkova neuronalni hustota a procenta CR+ a PV+ neuroni z celkové neuronalni
hustoty

Abychom vylouc¢ili moznou chybu pii srovnani jednotlivych korovych oblasti, ktera
by mohla byt zptisobena rtiznou hustotou neurontii V sulcus rhinalis a na konvexité hemisféry,
stanovili jsme celkovy pocet neuronti na fezech barvenych podle Nissla a poté jsme vyjadtili
relativni pocCty interneuronii ve vSech jednotlivych studovanych oblastech jako procenta
celkové neuronalni populace.

4.4.2.1. Celkova neuronalni denzita v PRC

Celkova neuronalni hustota byla konzistentn€ vyssi v povrchovéjSich vrstvach obou
studovanych oblasti. Ve srovnani obou oblasti byla jak celkova neuronélni hustota ve IL.-1V.
vrstveé tak neuronalni hustoty jednotlivé zméfeny pro povrchové i hluboké vrstvy vyssi v A35
anizsi v A36. Jednotlivé hodnoty a Grovné¢ statistické vyznamnosti jsou v tab.1.

4.4.2.1.1. Calretinin

CR+ interneurony tvoii 6,4% v A35 a 5,5% v A36 z celkové neurondlni populace II.-
VI. vrstvy (tab. 1).
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4.4.2.1.2. Parvalbumin

Na rozdil od CR+ neurontl jsme pozorovali jenom statisticky nevyznamné rozdily
V procentualnim vyjadieni neurondlni hustoty PV+ neuronti z celkové hustoty neuront ve
studovanych oblastech (tab.1).

4.4.2.2. Celkova neuronalni denzita v RSC

Celkova neuronalni hustota (urcena stereologicky na fezech barvenych podle Nissla)
byla vyrazné vyssi v povrchovych vrstvach v A29 ve srovnani s A30. Diky tomuto
markantnimu rozdilu v I1.-IV. vrstvé byla i celkova hustota v I1.-VI. vrstvé vyrazné vyssi
Vv A29 proti A30, i kdyz celkova hustota v V.-VI. vrstvé obou studovanych oblasti byla
podobna.
4.4.2.2.1. Calretinin

CR+ interneurony tvotily 2.2% v A29 a 2.1% v A30 z celkové populace I1.-VI. vrstvy
(tab. 1).

4.4.2.2.2. Parvalbumin

V ptipad€ PV+ neurontll nebyl nalezen zadny vyznamnéjsi rozdil. Z celkové populace
[1.-VL vrstvy tvotily PV+ interneurony 4.4% v A29 a 4.5% v A30 (tab. 1).
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Tabulka 1

(A) Absolutni neuronalni hustota na mm? kiry £+ S.E.M.

A29 A30
I.-1V. V.-VI. I.-VI. I.-1V. V.-VI. 11.-VI.
Nissl 145969 +8304* 68815 +2160 93477 +3456* 97484 £3468 67146 +£2265 79904 + 1098
CR 5363 £ 165* 1174 £30" 2050 + 54* 3330+ 221 953 + 62 1656 + 106
PV 4461 £ 223 3932 +310% 4059 + 282 4715 +£247 3064 £+ 206 3578 +£ 196
A35 A36
I.-1V. V.-VI. I.-VI. I.-1V. V.-VI. 11.-VI.
Nissl 53803 £842° 47716 +£2359 50365 + 1257 47926 + 863 45442 +£ 1286 46500 + 1053
CR 4967 £ 428° 1439+ 90 3194 £ 211 3617 £ 296 1143 £ 85 2520 + 363
PV 4805 + 202 2930 + 150 3805 £ 120 5240 £ 297 3550+ 210 4336 +£223

(B) Procentualni podily CR a PV imunoreaktivnich neuront z celkové neuronalni populace = S.E.M.

A29 A30
I.-1V. V.-VI. I1.-VI. I.-1V. V.-VI. 11.-VI.
CR 3,7+0,3 1,7+0,1 2,2+0,1 3,5+0,2 1,4 +0,1 2,1+0,1
PV 3,1+0,3% 5,7+0,5 44+04 49+0,3 4,6+£0,3 4,5+0,3
A35 A36
I.-1V. V.-VI. I1.-VI. I.-1V. V.-VI. 11.-VI.
CR 9,2+0,7 3+0,2 6,4+ 0,4 7,6 +0,7 2,5+0,2 5,5+0,9
PV 8,9+04 6,2+0,2 7,6 0,2 11+0,8 7,9+0,7 9,4+0,7

X — statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s A30, p < 0,05.
a — statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s A36, p < 0,05.

Tabulka 2
Korigovana relativni opticka denzita neuropilu + S.E.M. u CR a PV imunoreaktivity

A29 A30 A35 A36
CR 2,1+£0,2 2,1+£0,2 4,7+0,5 4,4+0,6
PV 4,5+0,7 4,4+0,6 3,7£0,4 5,1+£0,7
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5. DISKUZE

Neokortikalni formace savciho mozku se sklada ze dvou zékladnich typi neurond. 20
— 30 % korovych neuronti tvoii lokalni interneurony, exprimujici inhibi¢ni mediator GABA,
70 — 80 % predstavuje excitacni (projekeéni) glutamatergni neurony s prevazujici pyramidovou
morfologii. Dalsi klasifikace korovych interneurontl je zaloZena na jejich neurochemickém
fenotypu, na jejich funkcnich vlastnostech a synaptologii. Exprese kalcium-vazicich proteinti
se ukazala jednou z moznosti na dalsi parcelaci korovych interneurond. Calretinin a
parvalbumin které jsou exprimovany vyluéné v korovych interneuronech, charakterizuji dveé
subpopulace, kter¢ se neptekryvaji, a vyznamné se lisi morfologiii, synaptickymi kontakty a
funk¢nimi vlastnostmi. Neurony exprimujici CR a PV byly vybrany pro podrobné&;jsi
stereologickou a denzitometrickou analyzu v PRC a RSC ve snaze porovnat inhibi¢ni systém
obou oblasti a pfispét k objasnéni jejich odlisnych funkei. Podrobné analyza CR+ a PV+
neuronu v téchto oblastech dosud nebyla provedena (Druga, 2009) a teprve nedavno byly
publikovany naSe vysledky (Barinka et al., 2012; Salaj et al., 2015).

Zavaznym nalezem nasi studie je vyssi koncentrace CR+ neurontl a vyssi denzita CR
vV PRC ve srovnani s okolnimi nekortikalnimi oblastmi i ve srovnani s RSC. Naproti tomu
po¢ty PV+ neuronti a denzita PV byla v obou vySetiovanych oblastech obdobna a pfilis se
neliSila od okolnich nekortikalnich oblasti, s vyjimkou A35 kde byla denzita PV a
percentudlni zastoupeni PV+ neuronti nizsi, viz obr. 2 a 5 a tab. 1B a 2.

5.1. Zaclenéni obou typi neuronii do korovych okruhi

PV+ neurony jsou vyznamnou populaci lokalnich inhibi¢nich (GABAergnich)
interneurontl a predstavuji cca 25% vSech GABAergnich neuronti. Pievazuji ve III. a IV.
korové vrstve. Jejich morfologickym korelatem jsou kosi¢kové burky (basket cells) a
svicnové bunky (chandelier cells). Jejich axonalni ramifikace je orientovéna pfevazné
horizontalné. V mnoha korovych oblastech byly prokazany na PV+ neuronech kromé
chemickych synapsi i synapse elektrické. V neokortikalni formaci jsou PV neurony pod
synaptickym vlivem lokalnich excita¢nich interneuront a pod vlivem excitacni
thalamokortikélni projekce. Inhibi¢ni plisobni PV+ neuront je pfenaSeno pievazné na
excitacni pyramidové a hv€zdicovité neurony (spiny stellate cells). Vliv excitacni
thalamokortikalni projekce je z PV+ interneuronti pfenasen na excitacni interneurony (spiny
stellate cells) a na pyramidové neurony, které jsou ndsledn¢ inhibovany. Na zékladé mnoha
experimentalnich udajt pofizenych in vivo i in vitro je mozno PV+ neurony povazovat za
zakladni a velmi vykonny inhibi¢ni korovy mechanizmus zodpovédny za perisomatickou a v
mensi mife 1 za axo-axonalni inhibici eferentnich (excitacnich) korovych neuroni. Vysledky
ziskané kvantitativni analyzou v této studii svédci pro to, Ze je tomu tak i v PRC a RSC
(Barinka et al. 2012; Druga, 2009; Hirsch a Martinez, 2006; Salaj et al., 2015; Winer et al.,
2005).

CR+ neurony se v mnoha ohledech odliSuji od neuront exprimujicich PV. VétSina
CR+ neuronil vykazuje bipoldrni morfologii somatodendritické domény, méné Casta je
multipolarni morfologie. Axonalni ramifikace je u bipolarnich neuron orientovéana vertikalné,
zatimco u multipolarnich neuront spiSe horizontalné¢. Membranové charakteristiky CR+
neurond podminuji jejich snadnou depolarizaci malymi excitanimi synaptickymi proudy a
jejich specifické integrativni vlastnosti.

Synaptické kontakty dostavaji z mnoha zdrojl, mezi nimizZ jsou excitacni koroveé
neurony, inhibi¢ni korové interneurony a z mnoha podkorovych struktur (thalamus,
serotoninergni, dopaminergni, noradrenergni a cholinergni projekce). Axonalni terminace
byly prokézany pfevazné na dendritech ostatnich interneuront, véetné CR+ neuronti. CR+
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neurony patfi do kategorie ,, non-fast spiking neurons* a generuji vzruchovou aktivitu, ktera
ma nepravidelny charakter, nebo jsou vytvaieny shluky vzruchti (adapting bursting).

CR+ neurony maji inhibi¢ni vliv na ostatni inhibi¢ni neurony a potlacuji tak inhibici
pyramidovych neuront. V posledni dob¢ se prosazuje nazor, ze CR+ neurony patii mezi
elementy s komplexnimi funkcemi, kter¢ jsou soucasti vS§ech vyznamnych mechanizmu
podporujicich neuronalni funkce v¢etné kontroly cirkulace a metabolismu (Cauli et al., 2014;
Druga, 2009; Gonchar a Burkhalter, 1997; Zaitsev et al., 2005;).

5.2. Funkce PRC

Pti definovani funkci PRC se zdlraziuje percepce a identifikace objekt, rozliSeni
objektli a vyhodnocovani podobnosti objektl. V zasad¢ jde o zmény neuronalnich aktivit na
otazku ,,CO*. PRC je kromé¢ toho povazovéana za zdroj sensorickych informaci pro lateralni
entorhinalni oblast (LEC). PRC se pravdépodobné neticastni procesu identifikace objektu v
prostoru. (Deshmukh et al., 2012).

Kromé uvedenych funkci je PRC povaZovéna za prechodnou neo-allokortikalni oblast, ktera
ma tlumivy vliv na pfenos signalti mezi neokortikdlni formaci a hippokampem. Analyza $ifeni
signdll z neokortexu via PRC do entorhinalni kiiry (EC) prokézala velmi nizkou
pravdépodobnost vzruchové aktivity mezi PRC a EC. PRC tedy muze byt povazovan za filtr,
ktery vyznamné omezuje obousmérny transfer signali mezi neokortexem a hippokampem (de
Curtis a Paré, 2004). Pro vysvétleni tohoto fenoménu tito autofi predpokladaji specificky
inhibi¢ni mechanismus, jehoZ substratem jsou pravdépodobné GABAergni interneurony
exprimujici kalcium-vazici proteiny v povrchnich vrstvach PRC. Tento pfedpoklad mizeme
potvrdit. Inhibiéni mechanismus PRC je tvofen zdkladnim populaci PV+ neuront, kter4 se

v PRC piili§ nelisi od okolniho neokortexu a vysokou koncentraci CR+ neuronti.
Perisomaticka a axo-axonalni inhibice zajiStovana PV+ neurony ma tlumivy vliv na aktivitu
pyramidovych neuronti v dané korové oblasti, ale pravdépodobn¢ sama nestaci na utlumeni
pfenosu aktivity v PRC. Pro vysvétleni pisobeni CR+ neurontl je vSak tfeba znat vliv této
populace na aktivity korovych mikrookruhii v PRC. Struktura téchto okruhti vsak zatim neni
znama.

5.3. Funkce RSC

V celé fad¢ funkénich experimentl byla opakované prokézana ti¢ast RSC na navigaci
V prostoru a na prostorové paméti. RSC integruje prostorové charakteristiky okolniho
prostiedi (allothetické) s informacemi, které monitoruji pohyb organizmu (idiothetické). Pti
vytazeni allothetickych informaci jsou pro navigaci dilezité informace z proprioreceptort,
vestibularnich receptorti a somatosensorické informace. Idiothetické informace jsou
transportovany do hippokampu prostfednictvim parietalni, entorhinalni a RSC korové oblasti
(Elduayen a Save, 2014).

Mezi granularni a dysgranuldrni oblasti RSC existuji funk¢ni rozdily. Granularni
oblast se ucastni prostorového uceni a paméti ve svétle i ve tmé, zatimco dysgranularni oblast
je aktivovana pfti feSeni tikolli prostorové paméti pouze ve svétle. Granularni oblast pfispiva
k prostorovému uceni a k navigaci s vyuzitim informaci ze zevniho i vnitiniho prostredi
organizmu, zatimco dysgranuldrni oblast je selektivné aktivovéana pti ukolech vyuZzivajicich
informaci ze zevniho prostredi (napt. vzdalené zrakové podnéty) (Pothuizen et al., 2009).
Nicméné celd fada experimentéalnich vysledkl svéd¢i pro vyznamnou ucast RSC pii feSeni
ukoll prostorové navigace pii vyfazeni zrakovych podnétl (ve tmé&) (Cooper et al., 2001;
Whishaw et al., 2001).
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6. Zavér

V predkladané studii jsou shrnuty vysledky nasi prace zamétené na studium
inhibi¢niho systému ve dvou korovych oblastech — perirhinalni a retrosplenialni, které tvori
pfechod mezi neokortexem a hippokampéalni formaci. Analyza byla zamétena na dvé
populace korovych inhibi¢nich (GABAergnich) interneuront exprimujicich kalcium-vazici
proteiny Parvalbumin a Calretinin. Ob¢ studované populace interneuronti jsou v literatuie
definovany z hlediska somatodendritické morfologie, funk¢nich vlastnosti a zapojeni do
korovych mikrookruhi.

Nase analyza byla zaméfena na laminarni distribuci téchto interneurond, na jejich
somatodendritickou morfologii, na jejich densitu a na optickou densitu parvalbuminu a
calretininu v perirhinalni a retrosplenialni korové oblasti.

Kvalitativni 1 kvantitativni analyza byla provedena na mozcich osmi dospélych
potkani kmene Wistar. Mozek experimentalnich zvitat byl perfundovan a fixovan a po
postfixaci byly fezy obarveny kresylvioleti a zpracovany imunohistochemickymi metodami
na prikaz calretininu a parvalbuminu. Po kvalitativni analyze materialu byly ob& vybrané
oblasti zpracovany stereologickou a denzitometrickou metodou. Byly tak ziskany udaje o
denzit¢ CR a PV positivnich neuronti a udaje o denzité obou proteinti ve studovanych
korovych oblastech.

Denzitometrickd analyza prokazala vyssi hodnoty optické denzity calretininu a nizsi
hodnoty parvalbuminu v perirhinalni oblasti ve srovnani s okolnim neokortexem. Obdobn¢
byla prokazéana vyssi denzita calretinin- positivnich neurond. Naproti tomu v retrosplenialni
oblasti byly prokazany vyssi hodnoty optické denzity parvalbuminu a nizsi hodnoty
calretininu. V retrosplenidlni oblasti je niz§i denzita calretinin 1 parvalbumin positivnich
neurontl.

I kdyZ jsou si retrosplenialni a perirhinalni oblasti v mnoha ohledech podobné, byly
prokazany vyznamné rozdily ve sloZeni interneuronalnich populaci. Vysoka koncentrace
calretininu a vysoké hodnoty denzity calretinin-positivnich neuronli v perirhinalni oblasti
mohou byt substratem mechanizmu, ktery je zodpovédny za tlumeni pfenosu neuronélnich
aktivit z neokortexu do hippokampu prosttednictvim perirhinalni a entorhinalni korové oblasti.
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8. Obrazky

Obr. 1.

Obr. 1 Schematické znazornéni polohy perirhinalnich oblasti A35 a A36 a retrosplenidlnich
oblasti A29 a A30 na frontalnich fezech v riznych rostrokaudalnich rovnich. Vzdalenosti od

bregmatu jsou dle atlasu (Paxinos a Watson, 2007). Métitko = 2 mm.
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Obr. 2

Obr. 2 Reprezentativni mikrofotografie demonstrujici barveni celé hemisféry potkaniho
mozku barvenim podle Nissla (A) a pomoci imunohistochemického prukazu calretininu (B) a
parvalbuminu (C). Znazornéné jsou za sebou nasledujici koronarni fezy, ve vzdalenosti
piiblizné -4,6 mm AP (anteroposteriorné) od bregmatu (podle atlasu Paxinos a Watson, 2007).

Meéfitko = 2 mm.
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Obr. 3

PostSUB

Obr. 3 Schematické znazornéni vzajemné polohy jednotlivych retrosplenialnich oblasti,

medialni pohled.
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Obr. 4
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Obr. 4 Reprezentativni mikrofotografie demonstrujici cytoarchitektoniku v PRC (A) av RSC
(B) na fezech barvenych podle Nissla. Vyznaéeny jsou hranice mezi jednotlivymi korovymi
oblastmi a mezi povrchovymi (IL.-IV.) a hlubokymi (V.-VI.) korovymi vrstvami.

Pro ptehlednost neni vyznacena hranice mezi I. a II. korovou vrstvou. Lokalizovano na rovni

v

-4,05 mm (A) a -3,55 mm (B) anteroposteriorné od bregmatu. M¢titko = 300 um
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Obr. 5 Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici rozlozeni imunoreaktivity calretininu

(A), a parvalbuminu (B) v korovych aredch A35 a A36 s vyznacenim hranic oblasti a
korovych vrstev. Lokalizovano na urovni -5,05 mm anteroposteriorné od bregmatu.
Meétitko = 200 pum.
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Obr. 6 Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici rozloZeni imunoreaktivity calretininu

(A), a parvalbuminu (B) v korovych areach A29 a A30 s vyznacenim hranic oblasti a
korovych vrstev. Lokalizovano na tirovni -4,05 mm anteroposteriorné od bregmatu.
Meétitko = 500 um.
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Obr. 7 Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici rozlozeni imunoreaktivity calretininu
(A, B, C), a parvalbuminu (D, E, F) ve studovanych oblastech PRC v riznych
rostrokaudalnich Grovnich. Lokalizace ptiblizné -3,96 mm (A, D), -5,04 mm (B, E) a -6,00

mm (C, F) anteroposteriorn¢ od bregmatu (Paxinos a Watson, 2007). M¢titko = 100 um.
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Obr. 8

Obr. 8 Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici rozlozeni imunoreaktivity calretininu
(A, C, E), a parvalbuminu (B, D, F) ve studovanych oblastech RSC v rtiznych
rostrokaudalnich urovnich. Lokalizace ptiblizné -2,3 mm (A, B), -4,3 mm

(C, D) a-7,05 mm (E, F) anteroposteriorné od bregmatu (Paxinos a Watson, 2007).
Metitko = 500 um.
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Obr. 9

Obr. 9 Ptiklady riznych morfologickych typi CR+ (A, B a C) a PV+ (D, E, F) neuront ve
studovanych oblastech. Vertikaln¢ orientované bipolarni / ,,bitufted neurony (A, D),

multipolarni neurony (B, E) a horizontaln¢ orientované bipolarni / ,,bitufted” neurony (C, F).

Meétitko = 20 um.
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Obr. 10
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Obr. 10 Schematické znazornéni nejdilezitéjsich aferentnich (vlevo) a eferentnich (vpravo)

spojeni v perirhinalni kiife. Cervené Sipky — korové spoje, modré $ipky — podkorové spoje.
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Obr. 11
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Obr. 11 Schematické znazornéni nejdilezitéjsich aferentnich (vlevo) a eferentnich (vpravo)

spojeni v retrosplenialni kife. Cervené §ipky — korové spoje, modré ipky — podkorové spoje.
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Obr. 12
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Obr. 12 Vysecove grafy ilustrujici zastoupeni jednotlivych morfologickych typii studovanych
CR+ a PV+ neuront v jednotlivych oblastech a vrstvach. II-VI. korové vrstvy. Nejsou

zahrnuty PV+ neurony v RSC, viz. kapitola 4.2.2. Morfologie neuront.
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