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Abstrakt

Cirkadidnni systém je fizen suprachiasmatickymi jadry hypothalamu (SCN) a zajistuje
optimalni nacasovani fyziologicky procest. Synchronizace tohoto systému s vné&jSimi
svételnymi podminkami probiha na zakladé aktivace NMDA receptort pii vystaveni svétlu
v subjektivni noci. Ketamin piredstavuje nekompetitivniho antagonistu NMDA receptort
vyuzivaného jako bezpecné anestetikum, jehoz subanestetické davky puasobi jako
antidepresivum s rychlym néstupem ucinku a zvysuji proliferaci v n¢kterych ¢astech mozku.
Objevuji se hypotézy hovotici o mozném vlivu subanestetickych davek ketaminu na cirkadidnni
systém, tento vliv v§ak dosud nebyl testovan. Tato prace ma za cil zkoumat vliv jednorazové
subanestetické davky ketaminu na cirkadidnni systém potkana, zejména na svétlem indukované
zmeény v lokomo¢ni aktivité a svétlem indukované markery v SCN a gyru dentatu, ktery
piedstavuje jednu ze siln€ proliferacnich oblasti mozku. Nase vysledky ukazuji, ze ketamin
snizuje expresi proteinu c-FOS v SCN vyvolanou svételnym pulsem na pocatku subjektivni
noci, avSak za stejnych podminek zvySuje tuto expresi v gyru dentatu. SniZzeni exprese c-FOS
v SCN koreluje s behaviordlnim vystupem cirkadianniho systému, a tedy potlacuje velikost

fazového posunu v lokomo¢ni aktivité potkana.

Klicova slova: cirkadianni systém, ketamin, suprachiasmatické jadro hypothalamu, SCN,

svételna synchronizace, NMDA receptory, fazové posuny, c-FOS, gyrus dentatus, lokomoce



Abstract

The circadian system is controlled by the suprachiasmatic nuclei of the hypothalamus (SCN)
and ensures optimal timing of physiological processes. Synchronization of this system with
external light conditions is based on the activation of NMDA receptors during light exposure in
the subjective night. Ketamine is a non-competitive antagonist of NMDA receptors used as
a safe anesthetic, whose subanesthetic doses act as an antidepressant with a rapid onset
of action, and increase proliferation in some parts of the brain. There are hypotheses about
the possible effect of subanesthetic doses of ketamine on the circadian system, altough this
effect has not yet been tested. This work aims to investigate the effect of a single subanesthetic
dose of ketamine on the circadian system of the rat, especially on light-induced changes in
locomotor activity and light-induced markers in the SCN and dentate gyrus, which represents
one of the strongly proliferative areas of the brain. Our results show that ketamine decreases
light pulse-induced c-FOS protein expression in the SCN at the onset of the subjective night,
but increases this expression in the dentate gyrus under the same conditions. Reduction of
c-FOS expression in the SCN correlates with the behavioral output of the circadian system and

thus suppresses the magnitude of phase shifts in the locomotor activity of the rat.

Key words: circadian system, ketamine, suprachiasmatic nuclei of the hypothalamus, SCN,

light entrainment, NMDA receptors, phase shifts, c-FOS, dentate gyrus, locomotion
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1. Uvod

Cirkadianni systém zajistuje vhodné nacasovani fyziologickych procesti do klidové ¢i aktivni
faze zivoCicha. Tento systém odméfuje vnitini, pfiblizné 24hodinovou periodu, a to jiz na
molekularni rovni mechanismem transkripéné-translacnich zpétnovazebnych smycek
hodinovych genti.

Aby byla tato perioda skutecné dlouhd 24 hodin, je nutnd synchronizace jednotlivych
buné¢k téla. To zajistuje hlavni pacemaker tvofeny suprachiasmatickymi jadry hypothalamu
(SCN). Tento parovy organ je retinohypothalamickym traktem propojen se sitnici oka, ktery
prenasi informaci o svétle a aktivaci NMDA receptort prizptisobuje vnitini periodu SCN tak,
aby odpovidala vnéjSimu solarnimu cyklu. Pokud je tento systém vystaven svétlu zvecera ¢i
zrana, dochazi k fazovym posunim, a tedy zpozdeéni nebo piredbéhnuti vnitinich hodin.

Desynchronizace cirkadidnniho systému, at’ uz vznikla vné&jSimi vlivy (napt. svételnym
znecisténim snizujicim kontrast mezi dnem a noci) nebo vnitinimi vlivy (napi. genetickou
mutaci v molekuldrnim mechanismu hodin), je spojend sftadou patologickych stavi;
od metabolickych poruch az po néktera nadorova onemocnéni. Poruchy cirkadiannich oscilaci
jsou také typické pro depresivni stavy, a to u unipolarni i bipolarni deprese.

Ketamin je nekompetitivni antagonista NMDA receptorti. Plsobi jako disociativni
anestetikum, které je pro svou bezpecnost s oblibou uzivané u déti a ve veterinarni medicing.
Jeho subanestetické davky nicméné predstavuji dlouho ucinkujici antidepresivum s nezvykle
rychlym nastupem puasobeni, funkéni dokonce 1 u pacientl rezistentnich vici bézné 1écbe.
Nekteré publikované hypotézy naznacuji, Ze rychlé piisobeni tohoto farmaka by mohlo byt
vysvétleno praveé jeho vlivem na cirkadidnni systém. Starsi studie provadéné in vitro ukazuji,
ze ketamin ma vliv na hodinové geny a je schopen zptisobit fadzové posuny v lokomoc¢ni aktivité
zvitat. Vliv subanestetickych davek tohoto farmaka na cirkadianni systém vsak dosud nebyl
testovan.

Tato prace ma za cil blize prozkoumat Gc¢inky subanestetickych davek ketaminu na
cirkadianni systém potkana a popsat vliv téchto davek na svétlem indukované bunééné procesy

v SCN a gyru dentatu.



2. Literarni ptehled

2.1  Cirkadianni systém
Vsechny zijici organismy na planeté¢ Zemi ¢eli ménicimu se prostiedi. Nékteré z téchto zmén
je obtizné predvidat, nékteré vSak v evoluci ndm znamého zivota predstavovaly (minimaln¢ az
donedavna) neochvéjnou jistotu. Jednou z takovych jistot bylo stfidani svétla a tmy béhem dne
a noci. U organismu se v reakci na tuto rytmickou zménu vyvinul systém schopny odmétovat
piiblizné 24hodinovou periodu, ktery se podle latinského circa diem (,,ptiblizné¢ denni®)
pojmenoval cirkadianni.

Cirkadianni systém umoziuje vhodné naCasovani fyziologickych a molekuldrnich
procesti a jejich pfizplsobeni temnostni €1 svételné fazi dne. ZajisStuje navySeni aktivity
a efektivity ¢innosti orgdnovych soustav do doby aktivni faze, a naopak jejich utlumeni
a regeneraci ve fazi klidu. Predstavuje vnitini hodiny, vlivem kterych miZzeme pozorovat
rytmicitu naptiklad v metabolickych funkcich, funkcich kardiovaskularniho systému, produkci
hormont, imunit¢ ¢i dokonce kognitivnich funkcich (Richards & Gumz, 2013;
Finger & Kramer, 2021; Xu ef al., 2021).

Vnitini méfeni ¢asu ma svij zaklad jiz na molekularni urovni. Ve vétsing jadernych
bun¢k existuji transkripné-translacni zpétnovazebné smycky hodinovych gent (zkratka TTFL
z anglického ,, transcriptional-translational feedback loop ). Tento systém generuje priblizné

24hodinovou periodu.

2.1.1 Molekularni mechanismus bunéénych hodin

Transkripéné-translacni vazebnd smycka je tvofena tzv. hodinovymi geny (obr. 1). Zaklad
predstavuji geny Clock (zkratka z anglického Circadian Locomotor Output Cycles Kaput)
a Bmall (zkratka z anglického Brain and Muscle ARNT-like 1), jejichZz proteinové produkty
spolu vytvaii heterodimer CLOCK:BMALL. Tento heterodimer translokuje zp&t do bunééného
jéadra, kde naseda na mista zvana E-box v promotorovych sekvencich fady gentl, pfi¢emz piisobi
jako aktivator jejich transkripce (Gekakis et al, 1998; Menet et al., 2012). Mezi takto
aktivované geny patii také hodinové geny Perl,2,3 (zkratka zanglického Period)
a Cryl,2 (zkratka z anglického Cryptochrome) (van der Horst et al., 1999; Zheng et al., 2001).
Produkty téchto gentl, proteiny PER a CRY, se stfadaji v cytoplazmé, kde je jejich stabilita silné
ovlivilovana fosforylaci. Proteiny PER mohou byt typicky fosforylovany kaseinovou kindzou

(CKI, konkrétné typy CKle ¢i CKId), coz vede bud’ k jejich degradaci ubikvitinaci, ¢i k jejich
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transportu do jadra (Akashi et al., 2002; Etchegaray et al., 2009). Do jadra spolu s PER proteiny
vstupuji 1 proteiny CRY a zminénd CKIJ, a spolecné vytvareji jaderny PER komplex
(Aryal et al., 2017). Tento komplex, respektive heterodimer proteini PER a CRY, nasledné
blokuje nasedani heterodimeru CLOCK:BMALI na DNA, a efektivné tak funguje jako represor
vlastni transkripce (Kume et al., 1999; Ye et al., 2014). Snizeni transkripcni aktivity vede
k postupnému snizeni hladiny proteini PER a CRY, coz znovu umozni interakci komplexu
CLOCK:BMALI s E-box sekvencemi, a tedy znovuobnoveni transkripce. Cely tento proces
trva ptiblizn€ 24 hodin a je oznacovan jako primdrni smycka.

Kromé primarni smycky existuje také sekundarni smycka, ktera sice neni nezbytna pro
samotné vytvareni a udrzovani cirkadiannich rytmu, ale ma vliv na délku endogenni periody
a fazoveé posuny (Preitner et al., 2002). V této smycce se heterodimer CLOCK:BMALI1 vaze
na E-box genti Nridl (z anglického nuclear receptor subfamily 1 group D member 1) a Nrifl
(z anglického nuclear receptor subfamily 1, group F, member 1), ¢imz, stejné jako tomu bylo
u genl Per a Cry, dochazi k aktivaci jejich transkripce. Proteinovym produktem genu Nrid] je
jaderny receptor REV-ERBa, produktem genu Nrif1 je jaderny receptor RORa (z anglické
zkratky RAR-related orphan receptor, zkratka RAR zde oznaluje retinoid acid receptor,
receptor kyseliny retinové). Tyto dva proteiny se vaZzou na sekvenci RORE v promotoru genu
Bmall, pticemz pusobi antagonisticky — zatimco vazba REV-ERBa na RORE inhibuje
transkripci Bmall, vazba ROR ji aktivuje (Preitner ef al., 2002; Sato et al., 2004). Kompetice
proteini o vazbu na RORE sekvenci vytvari rytmicitu v indukei proteinu BMALI.

Kromé¢ samotnych hodinovych gent existuji také geny tzv. hodinami ovladané
(z angl. clock-controlled genes). Ty sice nejsou soucasti zpétnovazebnych smycek a nevytvareji
molekuldrni mechanismus vnitfnich hodin, ale vykazuji rytmicitu ve své expresi vlivem
pritomnosti promotorovych sekvenci (jako byl napt. jiz zminény E-box), na které se mohou
proteiny hodinovych genl vazat a pusobit tak jako transkripéni aktivatory ¢i represory.
Odhaduje se, Ze az polovina genomu by mohla vykazovat rytmickou expresi
(Zhang et al., 2014b). Zastoupeni téchto genil je v riznych tkdnich rizné, coz ostatné zajistuje
specifickou ¢asovou organizaci jednotlivych fyziologickych procest.

Casova organizace se netyka pouze Girovné genomu, ale probiha i na epigenetické urovni
— napiiklad acetylace histonil je také Casové fizend, a dale ovliviiuje expresi hodinovych gent
(Etchegaray et al, 2003). Také se cirkadidnni modifikace projevuji na translacni

a posttranslacni trovni, zvlasté naptiklad v procesech metabolismu (Mauvoisin, 2019).
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Obrazek 1. Molekularni mechanismus bunéc¢nych hodin. Heterodimer proteint BMAL1 a CLOCK
naseda na promotorovou sekvenci E-box, ¢imz indukuje transkripci gend s touto sekvenci. Mezi tyto
geny patii Per a Cry, jejichZz proteinové produkty v cytoplazmé vytvareji komplex s kaseinovou
kinazou. Tento komplex translokuje zpét do jadra, kde inhibuje dal$i nasedani CLOCK:BMALI1
komplexu na E-box, ¢imz efektivné zabranuje transkripci vlastni elementd. Tomuto se fika primarni
smycka, na obrazku oznacena Cervenym obrysem. Soucasné také CLOCK:BMAL1 indukuje expresi
genu Roro. (Nrifl) a Rev-erba (Nridl), pticemz jejich proteinové produkty plisobi v tomto poradi jako
aktivacni ¢i inhibi¢ni regulatory transkripce genu Bmall vlivem své vazby na RRE (n¢kdy také RORE)
vazebné misto. Tento proces tvofi sekundarni smycku, na obrdzku oznacenou modrym obrysem.
Vazebné misto E-box se nachazi i v sekvencich tzv. hodinami ovladanych genti (Ccg) které vlivem své
rytmické indukce zajistuji cirkadidnni fizeni fyziologickych procest v téle. Pfevzato a upraveno z Ko

& Takahashi, 2006.

2.1.2 Suprachiasmatické jadro

Rizeni cirkadiannich procesti a synchronizaci rytmii v organismu zajistuje hlavni pacemaker,
¢ast mozku jménem suprachiasmatickd jadra hypothalamu (SCN) (Stephan & Zucker, 1972;
Ralph et al., 1990). Tato parova struktura, pojmenovana podle svého uloZeni nad optickym
chiasmatem, vykazuje spontanni rytmus v elektrické aktivité¢ (Inouye & Kawamura, 1979).
Svymi vystupy diriguje cely cirkadidnni systém téla a synchronizuje ho s vnéj$imi ¢asovymi

podnéty, tzv. zeitgebery. Nejsiln€jSim zeitgeberem je svétlo.
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Morfologicky lze rozlisit dvé ¢asti SCN — ¢ast ventrolateralni (VLSCN, také nazyvanou
core) a ¢ast dorsomedialni (DMSCN, také nazyvanou shell). Tyto casti se 1iSi také svymi
aferentnimi a eferentnimi drédhami. VLSCN pfijima informace z retiny a intergenikuldtniho
listku thalamu (IGL) a serotoninové signaly z raphealnich jader. Projikuje pak predevsim do
DMSCN (Leak et al., 1999). DMSCN naopak do ventrolateralni ¢asti projikuje velmi malo,
vétSina vystupl této ¢asti SCN mifi do hypothalamickych jader, kterd nasledné reguluji
jednotlivé nervové i humoralni vystupy hodin (Leak et al., 1999; Moore et al., 2002).

Ackoliv hlavni neurotransmiter celého SCN je kyselina y-aminomaselna (GABA)
(Moore & Speh, 1993), ob¢ jeho ¢asti maji 1 své specifické mediatory. Zatimco ve VLSCN
prevladaji vasoaktivni intestinalni polypeptid (VIP) (Card et al., 1981) a gastrin-uvoliujici
peptid (GRP) (Mikkelsen et al., 1991), v DSCN nalézdme spiSe arginin vasopresin (AVP)
(Castel et al., 1990). VIP neni dillezity peptid jen pro ventrolateralni ¢ast, ale pro celé SCN,
nebot’ zajiStuje jeho synchronizaci a jednotny cirkadianni vystup — nepfitomnost VIP nebo jeho
funkéniho receptoru, ale 1 pfiliSny nadbytek VIP zplsobi naruSeni synchronni rytmicity
cirkadianniho sytému (Harmar et al., 2002; Aton et al., 2005; An et al., 2013). Podobnou roli
v synchronizaci SCN ma 1 zminénd GABA (Liu & Reppert, 2000).

Nejprominentnéj$im vystupem SCN je regulace rytmu produkce melatoninu v epifyze.
DLSCN projikuje do paraventrikularniho jadra hypothalamu (PVN), odkud je pies prepojeni
v miSe regulovana aktivita dvou zasadnich enzymii epifyzy nutnych pro syntézu melatoninu
(Klein et al., 1983). Vystupy SCN dale také ovliviiuji autonomni nervovy systém ¢i napiiklad

zajistuji rytmicky vylev kortikosteronu z kliry nadledvin (Moore & Eichler, 1972).

2.1.3 Svételna synchronizace

Informace o svétle jakozto zeitgeberu je zaznamendavana specidlnim typem fotosenzitivnich
gangliovych bun¢k retiny, tzv. ipRGCs (zkratka z anglického intrinsically photosensitive
retinal ganglion cells) s fotopigmentem melanopsinem (Berson et al., 2002). Axony téchto
bun¢k tvofi retinohypothalamicky trakt (RHT), ktery informaci ptfivadi do VLSCN
(Moore et al., 1995), kde probihd svételnd synchronizace. Protoze ipRGCs nejsou soucasti
zrakové dradhy slouzici k vytvafeni obrazu, zlstavd schopnost svételné synchronizace
zachovana i u nékterych nevidomych lidi (Czeisler et al., 1995; Berson et al., 2002).
Bez svételnych informaci z vnéjSiho prostiedi vSak dochazi k tzv. volnému béhu cirkadiannich

rytmi, kdy se organismus fidi pouze svou endogenni periodou. Pro urceni vnitiniho casu
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zivoCicha s volng bézici endogenni periodou se pouziva oznaceni CT (cirkadidnni ¢as), pficemz
CTO znaci zacatek subjektivniho dne a CT12 zacatek subjektivni noci.

Vystaveni svétlu mimo den nebo subjektivni den zptisobuje u zivocichtl fazové posuny
jejich cirkadidnnich rytmu, tedy posunuti hodin v SCN na zékladé zmén vyvolanych
v molekularnim mechanismu. Svétlo na pocatku noci zplsobuje fazové zpozdéni, svétlo
na konci noci zptisobuje fazové predbéhnuti. Velikost a smér fazovych posuni v zavislosti na
Casech vystaveni svétlu je mozné vynést na tzv. fazové responzni kiivku (PRC z anglického

phase-response curve), jak je ukazano na obrazku 2.

- [ 2 .
R - LD NN | LD . Ic;g_

Piedb&hnuti

+

"Mrtvé zéna"

Fazovy posun (h)
o

2PN o —
Subjektivni den Subjektivni noc

0 6 12 18 24

Cirkadianni ¢as

Obrazek 2. Fazové responzni kiivka. Horni ¢ast obrazku zobrazuje Ctyfi aktigrafy (zaznamy
lokomoc¢ni aktivity) no¢niho zZivocicha. V LD podminkach neboli pfi stfidani svétla a tmy zivocich
soustfedi svou aktivitu do temnostni faze dne — v DD podminkach neboli stdlé tmé& je aktivita fizena
endogenni periodou zivoc€icha a tzv. volné bézi. Protoze je endogenni perioda tohoto zivocicha o néco
krat$i nez 24 hodin (jednd se o mys), ve volném béhu kazdy den ¢im dal vice predbihd skutecny
24hodinovy solarni cyklus. Pisobeni svétlem (naznacené ctvercem) v dob€ subjektivniho dne,
jak ukazuje aktigraf A, nevyvola u zZivocicha zadny fdzovy posun v lokomoc¢ni aktivité, coz je vyjadieno
tzv. ,mrtvou zonou* na fazové responzni kiivce dole. Piisobeni svétlem na pocatku subjektivni noci,
jak ukazuje aktigraf B, vSak vyvola fAzové zpozdéni. Pisobeni svétlem v prvni tieting subjektivni noci,
jak ukazuje aktigraf C, vyvola maximum tohoto fazové zpozdéni. Plisobeni svétlem na konci subjektivni

noci, jak ukazuje aktigraf D, vyvola fazové ptedb&hnuti. Pfevzato a upraveno z Foster et al., 2020.
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Piisobeni svétla v noci depolarizuje ipRGCs, coz vyvolava vylev glutaméatu (Liou et al., 1986)
a polypeptidu aktivujiciho adenylat cyklazu hypofyzy (PACAP) (Hannibal et al., 1997)
na synapsich téchto bunck s neurony SCN. Pisobenim tohoto neurotransmiteru dochdzi v SCN
k aktivaci NMDA receptorti (zkracen¢ NMDAR; ndzev vychdzi z vysoké afinity tohoto
receptoru  k umélému agonistovi N-metyl-D-aspartatu), coz zplsobi influx vépniku
(Colwell, 2001). To indukuje transkripce a translace okamzitych Casnych gent (naptiklad
genu c-fos) (Morris et al., 1998) a také spusténi signaliza¢ni kaskady vedouci k ovlivnéni genil
TTFL. Uziti antagonisti NMDAR (Colwell et al., 1991) ¢i potlaceni exprese c-fos
(Wollnik et al., 1995; Travnickova et al., 1996) vede ke sniZeni az inhibici fazovych posunil
vyvolanych svétlem.

Influx vépenatych iontli zplsobuje fosforylaci extracelularné regulované kinazy
ERK1/2 (pti fosforylaci se dale uziva oznaceni pERK1/2), dilezité komponenty signaliza¢ni
kaskady mitogenem-aktivovanych proteinovych kindz (MAPK) (Obrietan et al, 1998).
Dochazi také k fosforylaci proteinu CREB (zkratka vychazi z anglického cAMP response
element binding protein), ktery se ve své fosforylované formé (pCREB) vaze
na cAMP responsive element (CRE) v promotorovych sekvencich genti Per/ a Per2 a indukuje
expresi téchto genti (Travnickova-Bendova et al., 2002; Tischkau et al., 2003). Indukce téchto
hodinovych genli zpasobi sefizeni vnitinich hodin na molekularni rovni
(Shigeyoshi et al., 1997) a ptislusny fazovy posun i s jeho behaviordlnim vystupem (Akiyama
et al., 1999).

Kromé pERK 1/2 hraje ve svétlem indukovanych fazovych posunech diilezitou roli jesté
dalsi kinaza, a to kinaza glukogen syntazy 3 beta (GSK3p). Fosforylace této kindzy inhibuje
jeji aktivitu, svételny pulz béhem subjektivni noci pak jeji aktivitu zvysuje (tj. snizuje mnoZzstvi
jeji fosforylované formy), coz se ukazalo byt pro indukci fazovych posuni nezbytné
(Cervena et al., 2015; Paul et al., 2017). GSK3B je schopna interagovat s riiznymi hodinovymi

proteiny, ¢imz také ovliviiuje molekularni mechanismus hodin (Besing et al., 2015).

2.2 NMDA receptor a jeho podjednotky
NMDA receptory jsou jednim ze tfi typt ionotropnich receptortl, jejichZ primarnim pfirozenym
agonistou je aminokyselina glutamat. Jelikoz glutamat pfedstavuje hlavni excitac¢ni
neurotransmiter centralni nervové soustavy, jedné se o receptory hojné nachézené v oblastech
celé CNS (Monaghan & Cotman, 1985). Vyssi zastoupeni NMDAR Ize nalézt predevsim

v hipokampu, kde jsou zcela zasadni pro proces tvorby a uchovavani vzpominek a procesy
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uceni (Morris et al., 1986). Maji totiz klicovou roli v tzv. dlouhodobé potenciaci
(LTP z anglického long term potentiation), procesu zasadnim pro synaptickou plasticitu
(Harris et al., 1984). Intenzivni aktivace NMDA receptori ma nicméné, podobné jako
u ostatnich ionotropnich glutamatovych receptori, na neurony excitotoxicky ucinek
(Rothman et al., 1987).

NMDA receptory se skladaji ze ctyt podjednotek poskladanych do funkéniho
heterotetrameru a tvoficich centralni neselektivni iontovy kandl. Jsou znamé tii hlavni typy
podjednotek NMDAR — GluN1-3 — které jsou evolucné velmi konzervované. Podjednotkové
sloZzeni urcuje vlastnosti dané¢ho receptoru (Vyklicky et al, 2014). Kazdy funkéni
heterotetramer NMDAR je sloZen ze dvou podjednotek typu GluN1 schopnych vazat glycin,
nezbytny koaktivator receptoru (Kleckner & Dingledine, 1988; Kuryatov et al., 1994).
Zbyvajici dvé podjednotky tvoii bud’ dvojice podjednotek typu GIluN2 nebo dvojice
podjednotek typu GIluN3. Cast&jsi byva slozeni heterotetrameru GIuN1/GIuN2, pfi¢emz
podjednotky GluN2 vazi ptirozeného agonistu NMDA receptoru, glutamat (Anson et al., 1998).
Existuje vice typi podjednotek GluN2, pficemZ jeden receptor mize byt sloZen 1 ze dvou
odlisnych podjednotkovych typt. Distribuce jednotlivych podjednotkovych typt se lisi napfic
CNS — napt. v koncovém mozku jsou nejCastéj$i zastupci podjednotkové typy GIluN2A
a GIluN2B, zatimco vmozecku se jedna o GIuN2C (Monyer et al, 1992;
Chazot & Stephenson, 1997). Jednotlivé typy podjednotek se 1isi svou afinitou ke glutamatu.

Samotnd vazba glutamatu a glycinu nejsou za klidového membranového potencialu
dostacujici pro aktivaci NMDA receptoru. K té je tieba jesté odstranit tzv. hoic¢ikovy blok
(Mayer et al., 1984).

Podjednotkové slozeni NMDA receptorit neni v jednotlivych c¢astech mozku stalé.
Nejen, Ze se toto sloZzeni méni v pritbé¢hu postnatalniho vyvoje, ale vykazuje také cirkadianni
rytmicitu (Bendova et al., 2009). Bylo navic zjiSténo, ze ma toto sloZeni stéZejni roli pfi procesu
svételné synchronizace. Podani antagonistii specifickych pro podjednotku GIuN2B inhibuje
glutamatem vyvolanou fosforylaci proteinu CREB a kindzy ERK1/2 v SCN
(Bendova et al., 2012).

2.3  Ketamin

Ketamin, chemicky fazeny do skupiny cyklohexylamind, je latka poprvé syntetizovana v roce
1963. V tomtéz roce byl také poprvé uspésné pouzity jako anestetikum a jeho objevitel

Ed Domino zavedl oznaceni ,,disociativni anestetika“ pro celou kategorii latek s anestetickym
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ucinkem, které soucasné zpusobuji pocit disociace od vlastniho smyslového vniméani a reality
(Denomme, 2018).

Pro své bronchodilata¢ni ucinky, rozpustnost ve vodé¢ i tucich, mirné a bezpecné
pusobeni na kardiovaskularni systém, velkou $ifi terapeutické davky a rozmanité moznosti
aplikace je ketamin s oblibou uzivan jako anestetikum ve veterindrni i lidské medicing,
predevsim u déti (Marland et al., 2013). Popularité se ale t€si i jeho subanestetické davky, které
jsou vyuzivany pro své analgetické ucinky, a to zvlasté ve snaze ustupovat od uzivani
opioidnich ptipravka (Barrett ef al., 2020). V poslednich dvaceti letech se navic zvySuje zajem
o vyuzivani subanestetickych davek této latky jako antidepresiva s rychlym néastupem ucinku

(Kohtala, 2021).

2.3.1 Formy a metabolity ketaminu

Ketamin je chirdlni sloucenina. Existuji dva optické izomery (enantiomery) ketaminu
oznaCované jako (R)-ketamin (R-Ket), n¢kdy také nazyvany arketamin ¢i (—)ketamin,
a (S)-ketamin (S-Ket), nékdy také nazyvany esketamin ¢i (+)ketamin.

Ob¢ tyto formy podléhaji v organismu demethylaci, tedy preméné na norketamin
(opét vramci dvou chirdlnich forem, R a S), kterou zprostiedkovavaji enzymy jaterniho
cytochromu P450. Je znamo, ze (S)-ketamin podléhd metabolické pfeméné rychleji nez druhy
stereoizomer (Kharasch & Labroo, 1992). Norketamin ptedstavuje aktivni metabolit s ucinky
stejnymi, jaké ma samotny ketamin (Shimoyama et al., 1999).

Déle podléha norketamin pfeméné na dehydronorketamin (DHNK; opét
s Ra S chiralnimi formami) s dvojnou vazbou v cyklohexanové Casti, ¢i na hydroxynorketamin
(HNK), u kterého miize dochazet k hydroxylaci na nékolika uhlicich, jak 1épe znazoriuje
obrazek 3.

Bylo zjisténo, ze skupina (2,6)-HNK, tedy norketamin hydroxylovany na uhliku C6,
pfedstavuje dominantni metabolity nachdzené po ketaminové infuzi v lidské plazmé
(Moaddel et al., 2010). Tyto metabolity jsou také biologicky aktivni, ackoliv jinym

mechanismem, nez je ketamin nebo norketamin (Zanos ef al., 2016) — dale v sekei 2.3.3.
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Obrazek 3. Metabolické premény ketaminu. (R) i (S) izomery ketaminu (KET) podléhaji vlivem
cytochromu P450 demethylaci a stavaji se znich (R) a (S) izomery norketaminu (norKET).
Tyto izomery jsou nasledné bud’ dehydrogenovany za vzniku (R) a (S) izomerti dehydronorketaminu
(DHNK), ¢i hydroxylovany za vzniku hydroxyketaminu (HNK). Hydroxylace norketaminu mize
probihat na tfech riznych mistech jeho cyklohexanového kruhu. Hydroxylovany uhlik se stava dal$im
chirdlnim centrem, vlivem ¢ehoz muze vznikat mnoho ruznych enantiomerd jednotlivych
hydroxyketamind. Jen nékteré znich se vSak vyskytuji jako pfirozené metabolické produkty
v organismu. Cerveny krouzek oznaduje dominantni metabolit nachazeny v lidské plazmé. Pievzato

a upraveno z Highland et al., 2022.

2.3.2 Ketamin jako analgetikum a anestetikum

Hlavni uc¢inky ketaminu na fyziologické procesy jsou pfipisovany jeho plsobeni na NMDA
receptory (Anis et al., 1983). Ketamin plisobi jako nekompetitivni antagonista téchto receptora.
Vaze se dovniti iontového kandlu NMDAR (podobné¢ jako se uvniti vaze molekula hot¢iku pti
hot¢ikovém  bloku), ¢imZz zabrailuje toku /proudéni proudu iontd kandlem

(MacDonald ef al., 1991). Tento mechanismus lépe ilustruje 4.
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Obrazek 4. NMDA receptor a jeho nekompetitivni agonista ketamin. NMDA receptor je
heterotetramer sloZzeny ze dvou podjednotek GluN1 (na obrazku jako N1) a dvou podjednotek GluN2
(na obrazku ve dvou typech, N2A a N2B). Podjednotky N1 vazi glycin, nezbytny koaktivator receptoru.
Podjednotky N2 vazi glutamat, pfirozeného agonistu receptoru, a obsahuji také alostericka vazebna
mista pro dalsi ligandy. Za klidového membranového potencialu je neselektivni iontovy kanal receptoru
blokovan hot¢ikovym blokem. Ketamin ptedstavuje nekompetitivniho antagonistu NMDAR, nebot’ ma
podobné jako iont Mg”" vazebné misto uvniti iontového kanalu, a to konkrétné na N2 podjednotkach.

Prevzato a upraveno z Kokane et al., 2020.

Inhibice NMDAR se poji nejen se snizenim excitacniho ptfenosu v CNS, ale také
s inhibici LTP a snizenim procesu uklddani pamétovych stop. Kromé ucinkli sedace se tak
s uzitim ketaminu poji také nezddouci U¢inky predevSim psychotického razu — tyto Gc€inky
byvaji popisovany jako pocit odtrZeni od sebe sama (Kohtala, 2021).

Je jiz dlouho znamo, Ze (S)-ketamin je ve svych anestetickych 1 analgetickych téincich
vice potentni, nez je racemickd smés nebo (R)-ketamin (White er al., 1980;
Mathisen et al., 1995). Soucasné se vSak suzitim vyhradné tohoto enantiomeru poji
1 horsi psychotické vedlejsi ucinky (White et al., 1985). Obé& tyto skutecnosti se vazi k faktu, Ze
(S)-ketamin ma vyssi potenci blokovat ¢innost NMDA receptorii — disociuje od nich ve
vyrazné mensi mife, nez druhy stereoizomer (Zeilhofer et al., 1992). Nezadouci ucinky
(S)-ketaminu byvaji uZivdny pro studium negativnich, pozitivnich 1 kognitivnich
pfiznakli schizofrenie a podporuji hypotézu glutamatového modelu schizofrenie
(Frohlich & Van Horn, 2014). Indukované proZitky derealizace, depersonalizace, Uzkosti

a pocitu ohroZeni spolu se ztratou kontroly nad vlastnim mySlenim se podobaji akutnim
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psychotickym epizoddm, jaké se wu schizofrenie vyskytuji (Lahti et al., 1995;
Vollenweider et al., 1997).

2.3.3 Subanestetickeé davky ketaminu

Anestetické davky ketaminu vedou blokaci NMDA receptori ke snizeni glutamatového vylevu
v CNS. Jiz pted dlouhou dobou bylo ale zjisténo, Ze nizsi davky ketaminu maji antidepresivni
ucinky (Berman et al., 2000). Paradoxné tyto nizké davky zvySuji glutamatovy vylev a excitaci
v nékterych ¢astech mozku — naptfiklad v medidlnim prefrontalnim kortexu (mPFC)
(Moghaddam ef al., 1997) nebo v hipokampu (Widman & McMahon, 2018). Tento paradox se
vysvétluje tak, ze NMDA receptory v téchto oblastech pirednostné reguluji frekvenci ak¢énich
potencialti inhibicnich GABA interneuronti spiSe nez excitacnich pyramidovych neuront
(Homayoun & Moghaddam, 2007). ProtoZze GABA neurony svou aktivitou inhibuji aktivitu
pyramidovych neuroni, dochdzi pifi podani nizkych dévek antagonisty NMDAR k nartstu
excitace v téchto oblastech. Bylo prokazano, Ze pro tento efekt je nutna ptitomnost podjednotky
GluN2B v NMDA receptorech GABA interneuront (Miller et al., 2014; Gerhard et al., 2020).
Stejny efekt maji subanestetické davky ketaminu také na somatostatin produkujici (zkracené
SST) interneurony v prefrontalnim kortexu. Tlumenim NMDAR na téchto interneuronech
dochazi ke snizeni jejich inhibi¢niho piisobeni na dendrity a synaptické vstupy, coz vede
ke zvySenému vstupu vapniku do pyramidovych neuront PFC (Al et al., 2020).

Nizs§i davky ketaminu maji antidepresivni ucinky s velmi rychlym néstupem
a dlouhotrvajicim ptsobenim. Navic ptsobi Casto i u lidi rezistentnich vici standardni terapii
(Murrough et al., 2013), coz z ketaminu dé¢la slibny farmakologicky cil pro u¢inné&jsi 1écbu
deprese (Krystal et al, 2019). Ackoliv byly 1 u jinych antagonisti NMDAR pozorovany
antidepresivni ucinky (Trullas & Skolnick, 1990), je zfejmé, Ze tento antagonismus neni
jedinym mechanismem, ktery za témito U€inky stoji. Bylo ostatn¢ prokazano, ze antidepresivni
ucinky izolovaného (R)-ketaminu jsou potentnéjsi a déle trvajici nez v ptfipadé (S)-ketaminu,
ktery s NMDA receptory interaguje vice (Zeilhofer ef al., 1992; Zhang et al., 2014a). S uzitim
tohoto izomeru se navic také nepoji psychotické nezddouci ucinky, jaké inhibici glutamatové
transmise na NMDAR vétsinou provazeji (Allen & Young, 1978; Yang et al., 2015).

Antidepresivni plsobeni ketaminu je spojené 1 s dal§i skupinou ionotropnich
glutamatovych receptord, a to s AMPA receptory (AMPAR; zkratka vychazi z kyseliny
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové, kterd predstavuje umeélého agonistu

s vysokou afinitou k tomuto receptoru). Zatimco pro NMDAR piedstavuje ketamin
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antagonistu, u AMPAR zpisobuje vyssi aktivaci. AMPAR reaguji na pfemiru glutamatu
snizenim své senzitivity, coz je zajistovano fosforylaci podjednotky GluR1 tohoto receptoru
a je dal$im z procesii ovliviujicich LTP (Lee ef al., 2010). Aplikace ketaminu snizuje hladiny
fosforylované GluR 1 podjednotky (Maeng et al., 2008), ¢imz se zvySuje glutamatova transmise
a antidepresivni u¢inky — bylo ostatn¢ prokazano, ze podani antagonisty AMPAR soucasné
s ketaminem antidepresivni U¢inky vyrazné snizi (Koike et al., 2011). Zajimavé je, ze
antidepresivni ucinky metabolitu (S)-norketaminu (druhy enantiomer, (R)-norketamin, tyto
u¢inky nemad) zUstavaji nesnizeny i1 v pfitomnosti AMPAR agonisty (Yang et al, 2018),
zatimco ulinky (2R,6R)-HNK jsou vyvolané primarné plisobenim tohoto metabolitu na
AMPAR —ato dokonce i v dlouhodobém métitku, nebot’ zptisobuje upregulaci téchto receptorti
(Zanos et al., 2016). Utinek (2R,6R)-HNK na AMPAR je o to pozoruhodn&jii tim, Ze na
NMDAR ptisobi tento metabolit jen malo (Lumsden et al., 2019).

V bunéénych kulturach bylo prokazano, Ze ketamin zvySuje produkci cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP), coz vede k vyS§i aktivaci proteinkindzy A (PKA)
(Wray et al., 2019). Ta zajistuje fosforylaci proteinu CREB, ktery slouzi jako transkripcni
faktor fady genti, vCetné¢ genli dilezitych pro neuroprotekci a synaptickou plasticitu
(Dwivedi & Pandey, 2008). Jednim z takovych genti je 1 gen pro mozkovy neurotroficky faktor
(BDNF, zkratka zanglického brain-derived neurotrophic factor). BNDF interaguje
s fosforylovanou tropomyosinovou receptorovou kindzou B (TrkB), a podporuje tak
neurogenezi — piispiva k bunéénému preziti a proliferaci a k rastu axont a dendritl. ZvySeni
bunécné proliferace pii aplikaci subanestetickych davek ketaminu bylo jiz experimentalné
prokézéano, a to konkrétn¢ v oblasti gyru dentatu (DG) (Michaélsson et al., 2019). Snizené
hladiny BDNF a fosforylované TrkB naopak provazi nékteré neurodegenerativni choroby, jako
je napf. Alzheimorova <¢i Parkinsonova choroba, nebo roztrouSena skleroza
(Bathina & Das, 2015), a ostatné 1 depresi (Nibuya ef al., 1996; Yang et al., 2015). Zajimavé
je, ze pozitivni modulace AMPA receptort vedla u tkanovych kultur hipokampu také ke zvySeni
hladin BDNF (Lauterborn et al., 2000). To je v souladu s poznatkem, Ze pii sou¢asném podani
ketaminu a AMPAR antagonistl in vivo nedochézi ke zvySeni hladin BDNF (Zhou et al., 2014).

Aplikace ketaminu pfispiva ke zvySeni neurogeneze také indukci signalni drahy spojené
s fosforylaci proteinu mTOR (z anglického mammalian target of rapamycin) (Li et al., 2010).
K fosforylaci mTOR také ptispivaji metabolity ketaminu — ob& chirdlni formy norketaminu
a (2S,6S)-hydroxynorketamin (Paul et al., 2014). DileZitou komponentou této signalni drahy
je fosforylace extracelularné regulované kindzy ERK1/2, kterou subanestetické davky ketaminu

také zvysuji (Lepack et al., 2016). Ketaminem indukované zvySeni hladin pERK1/2 se vaze
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také k signaliza¢ni drdze mitogenem-aktivovanych proteinovych kindz (MAPK), ktera téz hraje
dilezitou roli pro synaptickou plasticitu (Réus et al., 2014). Podobné¢, jako je tomu u efektu na
hladiny BDNF, ani tyto t¢inky ketaminu nejsou pozorovany pii sou¢asném podani antagonisty
AMPAR (Lepack et al., 2016).

Kromé kinéz, u kterych ketamin jejich aktivitu indukuje, je vSak i takova, jejiz aktivitu
inhibuje. Bylo zjisténo, ze GSK3 je fosforylovéana, tedy inhibovana, jiz pfi aplikaci nizkych
davek ketaminu (Beurel et al, 2011). Tato kindza nejen moduluje procesy neurogeneze,
synaptické plasticity a bunécné smrti, ale bylo zjisténo, Ze jeji prehnana aktivita mize ptispivat

k poruchédm nalady az k depresim (Li & Jope, 2010).

234 Ketamin jako chronofarmakum

Aplikace stejné latky v riiznou denni dobu muize mit velmi odliSné G¢inky na organismus.
Protoze je velka c¢ast fyziologickych a molekuldrnich procest cirkadidnné tfizend — s vnitini
periodou se napiiklad méni témét 70 % transkriptd duleZitych pro synapticky pienos
(Noya et al., 2019) — Ize ptedpokladat, ze Cas podani latky je minimalné stejné tak diilezity jako
je jeji Iékova forma nebo davka. Chronofarmakologicky piistup si klade za cil podavat farmaka
v dobé¢, kdy se da predpokladat jejich maximalni pozitivni a minimalni negativni uc¢inek.
Utinky ketaminu mohou byt cirkadidnné ovlivnéné na mnoha trovnich. Zakladni
urovné jsou jiz farmakokinetické. Pro plsobeni na struktury CNS musi farmakum nejprve
piekonat  hematoencefalickou bariéru (HEB, n¢kdy také BBB =z anglického
blood-brain barrier). Propustnost této bariéry pro xenobiotika je vSak cirkadidanné fizena
(Cuddapah et al., 2019), coz znamen4, Ze stejnd davka podand v riznych casech nemusi mit
stejnou distribuci k cilovym tkdnim. Co vic, vétSina metabolickych enzymi v jatrech vykazuje
v prub¢hu dne odlisnou aktivitu (DeBruyne et al., 2014; Tahara & Shibata, 2016), coz ovliviiuje
1 hladinu jednotlivych metaboliti ketaminu (Martinez-Lozano Sinues et al., 2017). ProtoZe jsou
nékteré metabolity ketaminu nadéle biologicky aktivni, a u nékterych bylo dokonce prokazéano,
ze jejich cilové struktury jsou odliSné od téch, na které plsobi ketamin samotny, muze
cirkadianni ovlivnéni metabolismu hrat velkou roli v celkovém ucinku této latky.
Farmakodynamické parametry ketaminu mohou byt cirkadianné také zna¢né ovlivnény.
Cirkadianné tizené je podjednotkové slozeni NMDA receptorti (Bendova et al., 2009), hlavniho
cile anestetickych 1 subanestetickych davek ketaminu. Stejné tak je cirkadianné ftizené
1 podjednotkové slozeni AMPA receptorti (Mikova et al., 2021), jejichZ aktivita je nezbytna pro

ucinky subanestetickych dévek ketaminu. Soucasné vykazuji cirkadianni rytmicitu i dalsi
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molekularni cile tohoto farmaka. Fosforylaci modulovand aktivita kindz ERK1/2 a GSK3 se
meéni v prubehu dne, s vyssi aktivitou v aktivni fazi zivocicha (Pacesova et al., 2015; Bendova
et al., 2020). Denni rytmicitu vykazuje také protein BDNF, ktery je jesté zajimavéjsi tim, ze pfi
depresivnich stavech tuto rytmicitu ztraci (Yi et al., 2015).

Dulezité nicméné je zabyvat se chronofarmakologickym ptsobenim latky i z druhého
sméru, tzn. nejen, jak je pusobeni farmaka ovlivnéné cirkadidnnim systémem, ale jak je
cirkadianni systém ovlivnén plisobenim farmaka. Zvlasté zajimavé je zabyvat se timto
plsobenim pravé u ketaminu znamého svymi antidepresivnimi UCinky, nebot’ deprese je
choroba spojena s narusenim cirkadianniho systému (Lam, 2008).

Studii, které by se timto plisobenim zabyvaly, je vSak malo. Navic se vénuji pouze
ucinkim vysokych, anestetickych davek ketaminu. Jedna takova studie ukazuje, ze tyto davky
zpusobuji fazové posuny — aplikace v aktivni fazi zplisobi fazové predbéhnuti lokomocni
aktivity, zatimco aplikace v klidové fazi zplisobi fazové zpozdéni (Mihara ef al., 2012). Jind
studie hovofi o tom, Ze aplikace ketaminu snizuje fazové posuny lokomocni aktivity po
vystaveni zvitat svételnému pulzu (Colwell et al., 1990). Studie provadeéna in vitro dokonce
ukazuje, Ze ketamin miZe vnitini hodiny ovliviiovat jiz na molekuldrni Grovni — v bunécnych
kulturach zptasobila jeho aplikace zpozdéni nasedani komplexu CLOCK:BMALI1 na E-boxy
hodinovych gent TTFL a hodinami kontrolovanych genta (Bellet et al., 2011).

Tyto studie ukazuji, ze ketamin neni vhodny pro anestezii zvifat v cirkadidnnich
pokusech kvili moznému ovlivnéni experimentu. Dalo by se nicméné ocekévat, ze ucinek
subanestetickych davek na cirkadianni systém bude, vzhledem k jejich prokédzanému odlisnému
pusobeni na mozkové struktury, odliSny. Tato hypotéza vSak dosud nebyla testovana,
a to navzdory tomu, ze nékteré publikace naznacuji, ze rychlé antidepresivni ptisobeni ketaminu
by mohlo byt zplsobeno pravé jeho vlivem na cirkadianni rytmy (Duncan et al, 2017,

Orozco-Solis et al., 2017; Wang et al., 2021).
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3. Cile diplomov¢ prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv ma aplikace subanestetické davky ketaminu
na cirkadianni systém potkana, zejména na svétlem indukované zmény v lokomoc¢ni aktivité
a svétlem indukované markery v SCN a DG, ktery ptfedstavuje jednu ze siln€ proliferac¢nich
oblasti mozku.

Pomoci protilatek byly stanoveny hladiny proteinu c-FOS, aktivované kinazy pERK,
fosforylovaného transkripéniho faktoru pCREB a neurotrofinu BDNF. Zatimco ¢-FOS, pERK
a pCREB pfedstavuji svétloreaktivni markery, BNDF je marker neurogeneze. Také byla
sledovéana lokomocni aktivita, jeden z nejlépe pozorovatelnych behavioralnich vystupti aktivity
SCN, pro porovnani zmén indukovanych v této aktivite¢ a v hladinach svétloreaktivnich

markeru.
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4.  Materialy a metody

4.1 Laboratorni zvirata

V experimentech byli pouziti dospéli samci potkani kmene Wistar (dodavatel Velaz, s.r.o)
o hmotnostech 460-610 g. Krmeni byli standardni laboratorni krmnou smési
ST-1 a ptistup k potrave i vodé méli ad libitum. Umisténi byli v boxech vybavenych standardni
podestylkou v chovné mistnosti s udrzovanou pokojovou teplotou (22 £ 2 °C).

Osvétleni poskytovaly LED umisténé pfimo nad chovnymi boxy, které zajiStovaly
intenzitu svétla okolo 30 luxii. Pfed za¢atkem experimentu byla zvitata chovana ve standardnim
svételném rezimu LD12:12, tedy stfidani svétla a tmy po 12 hodinach, se zacatkem dne v 6:00.
V den experimentu byl standardni svételny rezim zménén na rezim stalé tmy (dale oznacovéan
jako DD). Pfi préci s potkany v DD podminkach bylo dbano na to, aby se v mistnosti zadnym
zpusobem neobjevilo bilé svétlo. Veskeré osvétleni nutné pro manipulaci v téchto podminkach
bylo zajisténé Cervenym svétlem, které z viditelného spektra svétla nejméné excituje
fotopigment ipRGCs, melanopsin (Newman ef al., 2003).

Pro ucely experimentu byli potkani rozdéleni do dvou skupin, na zvifata pulzovana
svétlem a nepulzovana, predstavujici viici nim kontrolni skupinu. Skupina pulzovanych c¢itala

16 zvitat, skupina nepulzovanych c¢itala 24 zvitat, tedy dohromady 40 zvirat.

4.2  Aplikace ketaminu a vystaveni svételnému pulzu

V CT 14 (j. ve 20 hodin) byl poloving zvitat ze skupiny pulzovanych (n = 8) a polovin¢ zvirat
ze skupiny nepulzovanych (n = 12) aplikovan roztok ketaminu intraperitonedlni injekci
(Narkamon — 10 % roztok ketaminu ve formé hydrochloridu; Bioveta a. s.) s cilem zajistit
davku subanestetickou, ale s pozorovatelnym uc¢inkem. Tato davka byla experimentalné
stanovena na 40 mg/kg zivé vahy, coz objemové Cinilo pfiblizné 200 ml roztoku ketaminu na
jedno zvite. Druhd polovina zvifat obou skupin pfedstavovala kontrolu a byl jim ve stejny ¢as
aplikovén intraperitonealné fyziologicky roztok taktéz v objemu 200 ml.

V ¢ase CT 15 nésledné byla skupina pulzovanych zvifat vystavena 15minutovému

svételnému pulsu, ktery byl provadén stropnim svétlem. Nepulzovana zvitata setrvala ve tmé.

23



4.3  Pfiprava a odbér tkani

V konkrétnich ¢asovych bodech (jak je zobrazeno v tabulce 1) v pribéhu dvou dnti byli potkani
z obou skupin postupné uspavani intraperitonealni aplikaci roztoku thiopentalu (50mg/kg) a

usmrcovani za ucelem odbéru tkéni pro imunohistochemii.

Tabulka 1. Casové body jednotlivych odbéri tkané. V ¢ase CT14 byl poloving zvitat z kazdé skupiny
aplikovan ketamin, druha polovina predstavovala kontrolu. V ¢ase CT15 byla zvifata ze skupiny
pulzovanych vystavena 15minutovému svételnému pulzu. Zvifata skupiny nepulzovanych zistala
ve tmé. Nasledovaly jednotlivé odbéry tkan¢ podle ¢asového harmonogramu pocitaného od CT15.
V kazdém Casovém bod¢ bylo za ucelem transkardialni perfuze pro odbér mozku uspano vzdy 8 zvirat,
z nichz Ctyfem byl aplikovan ketamin a Ctyfi byla kontrolni. Posledni ¢asovy bod CT15 + 5 h se tykal
pouze skupiny nepulzovanych zvifat.

CT14 CT15 + 15 min +1 h 45 min +5h
Pulzovana | Ketamin | gyxtelny pulz | Odbér tkané Odbér tkané N
(n=16) (n=28) (15 min) (n=29) (n=28)
Nepulzovana | Ketamin < Odbér tkané Odbér tkané Odbér tkané
(n=24) (n=12) (n=28) (n=28) (n=28)

Uspanym zvitfatim byla oteviena hrudni dutina pro odhaleni srdce, a do levé srde¢ni
komory byl injekéné aplikovan heparin pro zabranéni srazeni krve. Nasledovala transkardialni
perfuze tkani. Levou srdecni komorou byla zavedena perfuzni jehla smétujici k aorté pro
aplikaci fyziologického roztoku za ticelem promyti krevniho obéhu. Prava sin byla prostfizena
chirurgickymi ntizkami pro volny odtok krve. Po odmyti tkani byl toutéz perfuzni jehlou
aplikovéan 4% roztok paraformaldehydu (PFA) pro fixaci tkéni.

Po dostate¢né fixaci byly vypreparovany mozky a umistény v 4% roztoku PFA po
24 hodin ve 4 °C pro post-fixaci. Poté byly pfemistény do 20% roztoku sachardzy po 24 hodin

ve 4 °C. Nakonec byly mozky zamrazeny na suchém ledu a uloZeny v —80 °C.

4.4  Imunohistochemie

Celkem 40 fixovanych mozki bylo vyuzito pro detekci proteinti metodou free-floating

imunohistochemie (IHC).
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4.4.1 Seznam pouzitych chemikalii

Setazeny dle pouziti:

Fyziologicky roztok (PBS)

o 8,05 gNacCl, 2,9 g NaaHPO4 - 12 H20, 0,2 g KCl, 0,2 g KoHoPO4 (vSechny

chemikalie od PENTA) na 1 1 destilované vody; pH upraveno na 7,4

Citratovy pufr (10mM)

o 0,294 g dihydrat citratu sodného (Sigma-Aldrich) na 100 ml destilované vody;

pH upraveno na 6,0; ptidano 50 pul Tween

0,5% H>0O»
Hovézi sérovy albumin (BSA z angl. bovine serum albumine; Sigma-Aldrich)

o 1% —1 g BSA rozpusténo ve 100 ml PBS; ptidano 300 pl Tritonu

o 0,3% — 1% BSA tfedéno v PBS
2% standardni sérum (NGS z angl. normal goat serum — Vectastain Elite ABC Kit;
Vector Laboratories)
Primarni protilatky (1°Ab) detekujici nasledujici proteiny. Redéni probihalo vzdy
v 1% BSA.

o pERK (Cell Signaling Technology) — fedéni 1:750

o pCREB (Cell Signaling Technology) — fedéni 1:500

o BDNF (LifeSpan BioSciences, Inc.) —fedéni 1:100

o ¢-FOS (Calbiochem — Merck) — fedéni 1:10 000
Sekundarni protilatka, 2°Ab — fedéni 1:400 v 1% BSA (Rabbit IgG — Vectastain Elite
ABC Kit; Vector Laboratories)
ABC — AB komplex — fedéni A 1:400, B 1:400 (Vectastain Elite ABC Kit; Vector
Laboratories)
DAB - 3,3-diaminobenzidin tetrahydrochlorid

o 10 mg (Sigma-Aldrich) rozpusténych ve 20 ml PBS + 7ul 30 % H>0»
EtOH — ethanolova alkoholova fada, 70% a 96%
Xylen
DPX Mountant for histology (Sigma-Aldrich)
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4.4.2 Ptiprava fezi

Mozky ziskané postupem popsanym v sekci 4.3 byly nakrajeny na kryokatu (Leica CM 1860)
za teploty —22 °C na koronarni fezy o tloustce 30 pm. Nasledné byly stéteCkem prendavany do
jamek pfedem naplnénych roztokem PBS. Z fezii byly vybrany ty nejlépe zachycujici struktury
zajmu, tedy SCN a hipokampus.

4.4.3 Citratovy antigen-retrieval

U fezi mozki, pro které méla byt nasledné uzitd primarni protilatka proti proteinu BDNF, bylo
nutné nejprve proveést citratovy antigen-retrieval za icelem lepsi penetrace protilatky.

Do zkumavek Eppendorf byl ptipraven citratovy pufr (jeho sloZeni bylo popsano v sekci
4.4.1), a do n¢j umistény fezy mozkl. Zkumavky byly ponechany inkubaci v horké vodni lazni
(95 °C) po dobu 5 minut. Po vytaZeni z vodni 1dzn¢ prob&hla 30minutova inkubace pii pokojové
teplote.

Nasledné byly fezy promyty v PBS (2 x 5 minut). VeSkery dalsi postup probihal u v§ech

fezll totozn€ a je popsan v nasledujici sekci.

4.4.4 Pracovni postup IHC
Pokud neni zminéno jinak, veskeré inkubace probihaly piti pokojové teplote.

e Inkubace fezii 10 minut v 0,5% H20O> za i€elem zablokovani endogennich peroxidaz.

e Promyti fezi v PBS (3 x 5 minut).

e Inkubace fezil 1 hodinu v 2% NGS za ucelem zablokovani nespecifického pozadi.

e Inkubace fezl pies noc pii teploté 4 °C v piislusné primarni protilatce (1°Ab). Pouzité
primarni protilatky jsou popsany v sekci 4.4.1.

e Nasledujici den promyti v 0,3% BSA pufru (2 x 5 minut).

e Inkubace ezt 1 hodinu v sekundarni protilatce (2°Ab).

e Promyti v 0,3% BSA pufru (2 x 5 minut).

e Inkubace 1 hodinu v roztoku ABC.

e  Promyti v 0,3% BSA pufru (1 x 5 minut).

e Promyti fezii v PBS (2 x 5 minut).
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e Obarveni fezti v DAB pro reakci DAB s peroxiddzou v AB komplexu za vzniku
nerozpustného hnédého produktu a umoznéni vizualizaci antigent primarnich
protilatek.

e Promyti fezii v PBS (2 x 5 minut).

e Natazeni fezll na popsana zelatinova podlozni skla pomoci StéteCku. Schnuti fezti na
sklech nejméné 24 hodin.

e  Odvodnéni fezil na sklech pomoci alkoholové fady:

o 70% ethanol — 3 minuty
o 96% ethanol — 2 x 3 minuty
o Xylen — 3 x 3 minuty

e Ptipevnéni krycich skel pomoci média DPX.

4.4.5 Obrazova analyza mozkovych fezli u metody IHC

Zafixované mozkové¢ fezy ziskané metodou IHC na 160 sklech byly digitalizovany za pomoci
piistroje Zeiss Axioscan Z1. Tento pfistroj umozituje snimani celych skel za vysokého rozlisent,
fezy mozkl byly proto fotografovany celé. Piislusné oblasti zdjmu (tedy SCN a DG
v hipokampu) byly ve fotografiich identifikovany za pomoci atlasu (The Rat Brain
in Stereotaxic Coordinates, Paxinos & Watson, 2006). Fotografie byly vyuZzity pro obrazovou
analyzu v programu QuPath. QuPath pfedstavuje novy ,,open source® software umoziujici
zpracovani datové objemnych tkanovych fotografii (Bankhead et al, 2017), ktery je
prokazatelné¢ vyuzivan v imunohistochemickych analyzach (Hornsby et al, 2020;
Aung et al, 2021, Miékinen et al, 2021) 1 v chronobiologickych experimentech
(Welz et al., 2019).

Pro analyzu signalu ve fotografiich byla v programu vyuzita funkce ,,cell detection*
(vyjma protilatky BNDF, viz dale). U kazdé uzité protilatky byly nastaveny vhodné parametry
nezbytné pro spravné automatické spocitani bun€k. Tyto parametry byly pro zachovani co
nejvyssi objektivity jednotné pro vSechny fotografie fezli mozki obarvenych danou protilatkou.

Nastaveni parametrt 1épe ilustruje reprezentativni obrazek 5.
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Obrazek 5. Nastaveni parametri programu QuPath pro automatické pocitani imunoreaktivnich
bunék c-FOS v SCN. Fotografie fezu mozku oteviena v programu QuPath, v pravém dolnim rohu
s méfitkem (délka usecky predstavuje 200 pm), zobrazuje levou a pravou hemisféru SCN, které jsou

¢ervenou linkou rozd€lené na dorsomedialni a ventrolateralni ¢ast. V pravém hornim rohu se zobrazuje

r

umisténi vyfezu fotografie na fezu celého mozku. Okno pro funkci cell detection v pravé ¢asti umoziuje
zvoleni parametrii pro automatické spocitani imunoreaktivnich bunék. Imunoreaktivni buiiky c-FOS
vyhovujici parametriim jsou automaticky oznaceny Cervené. Pocty téchto bunek v rozdélenych ¢astech

SCN jsou zobrazeny na listé vlevo.

Pro fezy SCN byly u dané protilatky a daného mozku vzdy nalezeny 1 aZ 2 fotografie
zachycujici medialni ¢ast SCN. Jadra byla nésledné rozdélena na dvé casti, a to VLSCN
a DMSCN, jak je zobrazeno na obrdzku 5. Builky v obou téchto ¢astech byly pocitany zvlast.
Vysledny pocet bunék u n = 1 ptedstavuje pramér poctu bunék levych a pravych jednotlivych
¢asti SCN.

U protilatky proti BDNF nebylo vlivem silné obarvené¢ho pozadi mozné pouZit funkci
»cell detection®. Byla proto vyuzita funkce ,,thresholder*, kterd umoznila méteni relativni
optické denzity. Po rozdéleni SCN na VLSCN A DMSCN byl u kazdé ¢asti pocitan pomér
celkové plochy (v um?) pozitivné obarvené &asti (tak, jak byla uréena jednotnym thresholdem)
vici celkové ploSe dané €asti SCN, jak lépe ilustruje obrazek 6. Vysledny pomér u n = 1

predstavuje primér poméri z levych a pravych jednotlivych ¢asti SCN.
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Obrazek 6. Ukazka pocitani relativni denzity protilaitky BDNF v SCN v programu QuPath.
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Fotografie fezu mozku oteviena v programu QuPath, v pravém dolnim rohu s méfitkem (délka uisecky
predstavuje 200 um), zobrazuje levou a pravou hemisféru SCN, které jsou cervenou linkou rozdélené
na dorsomedialni a ventrolaterdlni ¢ast. Zluta linka oznacuje v tu chvili vybranou ¢ast (levé VLSCN
v tomto piipad€). Na listé vlevo Ize vidét celkovou velikost zluté oznaené oblasti (Adrea pum”2)
a velikost pozitivng obarvené ¢asti oblasti (BDNF thresholder: Positive area um”2) vyznacené na fezu

cervené.

Na fezech zachycujicich oblast hipokampu byla v DG zvolena oblast zajmu, tzv. ROI
(z anglického region of interest), neboli oblast s definovanymi a neménnymi rozméry, uvnitt
které se pocitaly imunoreaktivni buiiky (obr. 7). Tato ROI byla vzdy umisténa a nastavena na
vngj$i okraj DG tak, aby se u kazdého fezu pocitala co nejpodobnéjsi oblast. Velikost ROI
zlstavala napfi¢ fezy zachovana. Parametry pro pocitani imunoreaktivnich bunék v DG byly
stejné jako parametry pro pocitani bunck v SCN. Vysledny pocet bunék u n = 1 vzdy

predstavuje primér 1 aZ 2 fotografii a levé a pravé hemisféry.
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Obrazek 7. Nastaveni parametri programu QuPath pro automatické pocitani imunoreaktivnich
bunék c-FOS v DG. Fotografie fezu mozku oteviena v programu QuPath, v pravém dolnim rohu
s méfitkem (délka usecky predstavuje 100 pm), zobrazuje pravou hemisféru DG. Cerveny obdélnik
oznacuje zvolenou ROI. V pravém hornim rohu se zobrazuje umisténi vyfezu fotografie na fezu celého
mozku. Okno pro funkci cell detection v pravé Casti umoziuje zvoleni parametrii pro automatické
spocitani imunoreaktivnich bun¢k. Imunoreaktivni buniky c-FOS vyhovujici parametrim jsou
automaticky oznaceny Cervené. Pocty téchto bunék uvnitt ROI v levém a pravém DG jsou zobrazeny na

listé vlevo.

U protilatky BDNF nem¢l ROI definované a neménné rozméry, ale byl svou Sitkou vzdy
co nejvice ptizpusoben vrstvé granuldrnich bunck DG (obr. 8). Protoze se nasledné pocital
pomér celkové plochy (v pm?) obarvené ¢asti (tak, jak byla uréend jednotnym thresholdem)
vuci celkové plose DG, bylo toto ptizplsobeni rozméri ROI pro zachovani objektivity
nezbytné, jelikoz by u nékterych ezl hrozilo velké sniZzeni vysledného poméru vlivem pocitani
celkové plochy DG i v oblastech mimo tuto vrstvu, které se pfirozené pfili§ nebarvi. Vysledny

pomér u n = 1 predstavuje prumér pomért 1 az 2 fotografii a levé a pravé hemisféry.
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Obrazek 8. Ukazka pocitani relativni denzity protilaitky BDNF v DG v programu QuPath.
Fotografie fezu mozku oteviena v programu QuPath, v pravém dolnim rohu s méfitkem (délka uisecky
predstavuje 250 wm), zobrazuje levou hemisféru hipokampu. Cerveny obdélnik zobrazuje ROI
velikostné prizplisobenou horni ¢asti vrstvy granularnich bun¢k DG. Na listé vlevo lze vidét celkovou
velikost Zluté¢ oznacené oblasti (Area um”2) a velikost pozitivné obarvené ¢asti oblasti (BDNF DG:

Positive area um”2).

4.5 Zaznam lokomocni aktivity

Pro ucely zdznamu lokomocni aktivity bylo pouzito 9 dospélych samct potkanti kmene Wistar
(dodavatel Velaz, s.r.0) o hmotnostech 460—-610 g. Tato zvifata byla umisténa samostatné do
chovnych boxtli vybavenych standardni podestylkou. Nad kazdy chovny box byl nainstalovan
infracerveny detektor Mini-Mitter VitalView (vyrobce Starr, USA) schopny nepfetrzité
snimat pohyb zvifete a ukladat zdznam této jeho lokomocni aktivity v programu VitalView.

Nainstalovany detektor je ukdzan na obrazku 9.
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Obrazek 9. Nainstalovany infracerveny detektor pohybu Mini-Mitter VitalView schopny nepfetrzité
snimat a ukladdat lokomoc¢ni zaznam zvifete. Potkan je samostatné umistény v boxu vybaveném

standardni podestylkou s piistupem k jidlu a vod¢ ad libitum.

Zvitata byla nejprve chovana ve standardnich svételnych podminkéch (LD 12:12).
Osvétleni bylo zajisténé pasky LED umisténymi pifimo nad chovnymi boxy (intenzita svétla
okolo 30 luxi).

Po mésici sniméni lokomoc¢ni aktivity byly svételné podminky zménény na DD
a zapocal tzv. prvni beh pokusu. V CT14 téhoz dne byl 4 zviratim aplikovéan roztok ketaminu
(40 mg/kg, 1.p.), zatimco 5 zvitfatim piedstavujicim kontrolni skupinu byl stejnym zptisobem
aplikovan fyziologicky roztok ve stejném objemu. Po hodiné, tj. v CT 15, byla zvirata
vystavena 15minutovému pulzu zajisténému stropnim osvétlenim. Nasledné setrvala dalSich
10 dni v DD podminkach pro odecteni fazového posunu lokomocni aktivity.

Po téchto 10 dnech byl sbér dat ukoncen, ¢imz se ukoncil i prvni béh pokusu. Svételné
podminky potkani byly zménény na LD (12:12) pro jejich re-synchronizaci se svételnym
cyklem. V téchto podminkéch setrvala zvifata dva tydny.

Po dvou tydnech zapocal novy sbér dat a tzv. druhy b¢h pokusu. Svételné podminky
zvitat byly opét zménény na DD. V téchto podminkach setrvali potkani dva tydny, nasledné byl
staZzen zaznam jejich lokomocni aktivity a pomoci analyzy v programu ClockLab (Actimetrics)
byla urcena jejich endogenni perioda. Na zdklad¢ této periody byl odecten ¢as CT15 pro

jednotliva zvifata, naCez byl vtomto case 5 zvifatim aplikovan roztok ketaminu
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(40 mg/kg, i.p.) a 4 kontrolnim zvifatim fyziologicky roztok ve stejném objemu. Ketamin byl
aplikovan tém zvifatim, kterd se s nim v prvnim béhu experimentu nesetkala. Po aplikaci byli
potkani chovéani v DD podminkach po dobu 10 dni pro odecteni fazového posunu. Zaznam

lokomocni aktivity byl zpracovavan v programu ClockLab.

4.6  Statisticka analyza

Statisticka hypotéza byla formulovéna jako tzv. nulova hypotéza, tedy tvrzeni, Ze mezi nami
testovanymi soubory neexistuje zadny rozdil (resp. existuje nulovy rozdil). Na zaklad¢ této
hypotézy byla stanovena hladina vyznamnosti a, kterd vyjadiuje chybu prvniho druhu — tedy
zamitnuti nulové hypotézy, pokud plati. Tato hladina vyznamnosti byla uréena jako 0,05, ¢imz
je vyjadiena 95% jistota, Ze jsme nulovou hypotézu zamitli spravné (tzn. skute¢né neplatila).
Pro formulaci vysledkt jsme vyuzili oznaceni p, které vyjadiuje tuto pravdépodobnost. Pokud
p <0,05 (p <a), byly rozdily mezi skupinami ur€eny jako statisticky vyznamné; signifikantni.
Pocty imunoreaktivnich bun¢k a opticka denzita protilatky BDNF ziskané z programu QuPath
byly analyzovany testem jednofaktorové analyzy rozptylu (one-way ANOVA, zkratka vychazi
z anglického ANalysis Of Variance), ktery predstavuje nejvhodnéjsi statistickou metodu pro
porovnani rozptylu vice souborit dat. ANOVA umoznuje zamitnout nulovou hypotézu, nefika
vSak nic o tom, které konkrétni soubory dat se mezi sebou signifikantné 1isi. Pro tyto ucely byl
pouzit tzv. post-hoc test, ktery nejen zajisti mnohocetné porovnani (multiple comparisons)
a urc¢i rozdily mezi jednotlivymi skupinami, ale soucasné zavede korekci pro pravdépodobnost
chyby prvniho druhu, které se pfi mnohacetném porovnavani zvysuje. Pouzity byl Bonferroniho
test, ktery je pro tyto ucely nejbéznéji uzivany, predstavujici ve své podstaté sérii neparovych
t-testd s korekci pro mnohocetné porovnani.

Data ziskana analyzou zaznamt lokomocni aktivity v programu ClockLab byla statisticky
vyhodnocena Studentovym t-testem, ktery predstavuje nejvhodné;si statistickou metodu pro
porovnani dvou soubort dat. Pro analyzu dat ziskanych z 1. béhu pokusu byl pouzit neparovy
t-test pro porovnani kontrolni skupiny zvifat a zvitat s aplikovanym ketaminem. Pfi analyze dat
z 2. béhu pokusu byl také pouzit neparovy t-test pro porovnani kontrolni skupiny zvirat a zvitat
s aplikovanym ketaminem, avSak parovy t-test pro porovnani jedné skupiny zvifat pted a po
aplikaci roztokli. Ve takovém piipad¢ se totiZ jednalo o jeden vybérovy soubor (ta stejna
zvifata) podrobeny dvéma métenim (pfed a po) — ziskané hodnoty tedy pii porovnavani tvoii

pary.
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5. Vysledky

5.1  Vliv subanestetické davky ketaminu na hladinu c-FOS
5.1.1 Indukce c-FOS v SCN

Pocty imunoreaktivnich bunék c-FOS se v obou ¢astech SCN pohybovaly v fadu nizsich
desitek.

V ¢asti DMSCN nebyla testem jednofaktorovd ANOVA zamitnuta nulova hypotéza
(p = 0,4679). Ackoliv se zda, ze se pocet imunoreaktivnich bunc¢k v ¢ase 15 min po pulzu u
obou pulzovanych skupin zvysil oproti jejich nepulzovanym protéjskim (obr. 10),
Bonferroniho test mnohocetného porovnavani neodhalil zadné statisticky vyznamné rozdily

mezi experimentalnimi skupinami (p <0,9999 u vSech porovnavanych skupin).
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Obrazek 10. Po¢ty imunoreaktivnich bunék ¢-FOS v DMSCN. Hladina proteinu c-FOS byla urcena
v ¢asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15, u nepulzovanych zvifat v odpovidajicich
casech. Kazdy sloupec predstavuje primér 3-4 hodnot = SEM. Analyza byla provedena
jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem.

V ¢asti VLSCN byla situace odliSnd. Testem jednofaktorovd ANOVA zde byla
s vysokou signifikanci zamitnuta nulova hypotéza (p = 0,0008). JiZ v prvnim ¢asovém bod¢ je
mezi skupinou intaktnich kontrol a pulzovanych kontrol pozorovan rozdil — indukce c-FOS je
u pulzovanych kontrol zvySend, ackoliv nesignifikantné (p = 0,2016; obr. 11). V nasledujicim
casovém bod¢ (1 h 45 min po CT15) tento rozdil vzroste t¢émé&f na hranici signifikance (zvySeni
indukce c-FOS u pulzovanych kontrol oproti nepulzovanym p = 0,0552). U pulzovanych zvifat

s aplikovanym ketaminem vS§ak tento nariist pozorovan neni, v tomto ¢ase oproti pulzovanym
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kontrolam vykazuji statisticky velmi vyznamné snizeni indukce c-FOS (p = 0,0068). Rozdily
mezi experimentalnimi skupinami v ¢asovém bodé¢ 1 h 45 min po CT15 dobfe ilustruji

reprezentativni mikrofotografie na obrazku 12.
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Obrazek 11. Pocty imunoreaktivnich bunék ¢-FOS ve VLSCN. Hladina proteinu c-FOS byla urcena
v ¢asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h svételném pulzu v CT15, u nepulzovanych zvifat v odpovidajicich
casech. Kazdy sloupec predstavuje primér 3—4 hodnot = SEM. Analyza byla provedena

jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem; ** ptedstavuje signifikanci p <0,01.

Obrazek 12. Reprezentativni mikrofotografie imunoreaktivnich bunék c¢-FOS v SCN z ¢asového

bodu 1 h 45 min po CT15. Usegka v levém dolnim rohu kazdé mikrofotografie reprezentuje 100 pum.
Leva horni mikrofotografie zobrazuje SCN intaktni kontroly. Pravd horni mikrofotografie zobrazuje
SCN zvifete s aplikovanym ketaminem. Leva dolni mikrofotografie zobrazuje SCN pulzované kontroly.

Prava dolni mikrofotografie zobrazuje SCN pulzovaného zvife s aplikovanym ketaminem.
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5.1.2 Indukce c-FOS v DG

Testem jednofaktorovda ANOVA byla u indukce c-FOS v DG snejvyssi signifikanci
(p <0,0001) zamitnuta nulova hypotéza. Podobn¢, jako tomu bylo ve VLSCN, i zde pulz
zpusobil vyrazny, a¢ nesignifikantni ndrast poctu imunoreaktivnich bunék c-FOS
u pulzovanych kontrolnich zvifat oproti nepulzovanym kontrolnim zvitatim (p = 0,0667 v ¢ase
15 min po CT15; obr. 13). Zvyseni indukce c-FOS u pulzovanych zvifat s aplikovanym
ketaminem bylo vSak ve srovnani s pulzovanymi kontrolami signifikantné vyssi (p = 0,0130).
Co vic, toto zvySeni bylo v prvnim €asovém bodé extrémné vyssi v porovnani se skupinou
nepulzovanych zvitat s aplikovanym ketaminem (p <0,0001). Tyto rozdily dobte ilustruji také
reprezentativni mikrofotografie na obrazku 14.

V nasledujicim ¢asovém bod¢ jiz nebyla zvySend indukce c-FOS u pulzovanych zvitat
s aplikovanym ketaminem zaznamendna (prumérny pocet imunoreaktivnich bunék c-FOS
u skupiny zvifat ,.ketamin + pulz* je v €ase 1 h 45 min po CT15 vyrazné niz$i oproti téZe

skuping v ¢ase 15 min po CT15; p <0,0001).
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Obrazek 13. Pocty imunoreaktivnich bunék c-FOS v DG. Hladina proteinu c-FOS byla urcena
v ¢asech 15 min, 1 h45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15, u nepulzovanych zvitat v odpovidajicich
casech. Kazdy sloupec pfedstavuje primér 3-—4 hodnot = SEM. Analyza byla provedena
jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem; * predstavuje signifikanci p <0,05;

%% predstavuje signifikanci p <0,0001.
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Obrazek 14. Reprezentativni mikrofotografie imunoreaktivnich bunék c-FOSv DG z ¢asového
bodu 15 min po CT15. Usetka v levém dolnim rohu kazdé mikrofotografie reprezentuje 100 pm. Leva
horni mikrofotografie zobrazuje DG intaktni kontroly. Prava horni mikrofotografie zobrazuje DG

zvitete s aplikovanym ketaminem. Leva dolni mikrofotografie zobrazuje DG pulzované kontroly. Prava

dolni mikrofotografie zobrazuje DG pulzovaného zvifete s aplikovanym ketaminem.

5.2 Vliv subanestetické davky ketaminu na hladinu pERK
5.2.1 Indukce pERK v SCN

Indukce fosforylované formy kindzy pERK se v obou ¢astech SCN pohybovala v fadu nizsich
desitek imunoreaktivnich bunék.

V ¢asti DMSCN nebyla testem jednofaktorové ANOVA zamitnuta nulova hypotéza
(p = 0,5548). Bonferroniho post-hoc testem nebyly mezi experimentalnimi skupinami napfic

casovymi body odhaleny Zadné rozdily (p <0,9999 u vSech porovnavanych skupin; obr. 15).
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Obrazek 15. Pocty imunoreaktivnich bunék pERK v DMSCN. Hladina fosforylované kinazy pERK
byla uréena v ¢asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15, u nepulzovanych zvitat
v odpovidajicich ¢asech. Kazdy sloupec piedstavuje primér 3—4 hodnot + SEM. Analyza byla

provedena jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem.

V ¢asti VLSCN byla situace velmi podobna. Analyza testem jednofaktorovda ANOVA
neumoznila zamitnout nulovou hypotézu (p = 0,3552). Nejvyssi, a¢ nesignifikantni rozdil byl
zaznamenan mezi intaktni kontrolou a zvifaty s aplikovanym ketaminem v ¢ase 5 h po CT15
(p = 0,279; obr. 16). Tento rozdil je vSak zplisoben piedevsim dvéma vysokymi hodnotami
(ze ctyt celkovych hodnot) v kontrolni skupiné tohoto ¢asu. Siln¢ obarvené VLSCN v tomto
c¢asovém bod¢ u jedné z intaktnich kontrol ve srovnani se zvifetem s aplikovanym ketaminem

1épe ilustruji reprezentativni mikrofotografie na obrazku 17.
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Obrazek 16. Pocty imunoreaktivnich bunék pERK ve VLSCN. Hladina fosforylované kindzy pERK
byla ur¢ena v €asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15, u nepulzovanych zvitat
v odpovidajicich Casech. Kazdy sloupec piredstavuje primér 3—4 hodnot + SEM. Analyza byla

provedena jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem.
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Obrazek 17. Reprezentativni mikrofotografie imunoreaktivnich bunék pERK v SCN z ¢asového
bodu 5 h po CT15. Usedka v levém dolnim rohu kazdé mikrofotografie reprezentuje 200 pm. Leva
mikrofotografie zobrazuje jednu z intaktnich kontrol se siln¢ obarvenym VLSCN. Prava mikrofotografie

zobrazuje SCN zvifete s aplikovanym ketaminem.

5.2.2 Indukce pERK v DG

Pocet imunoreaktivnich bunék pERK v DG byl oproti obéma ¢astem SCN vSeobecné nizky a
pohyboval se v nizSich jednotkach (obr. 18 a obr. 19). Ani zde nebyly nalezeny zadné
signifikantné vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami. Nejvyssi rozdil (p=0,3150)
byl pozorovan mezi intaktni kontrolou a skupinou zvitat s aplikovanym ketaminem, a to v ¢ase

15 min po svételném pulsu.
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Obrazek 18. Pocty imunoreaktivnich bunék pERK v DG. Hladina fosforylované kinazy pERK byla
urCena v ¢asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15, u nepulzovanych zvitat
v odpovidajicich casech. Kazdy sloupec ptredstavuje primér 3—4 hodnot + SEM. Analyza byla

provedena jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem.
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Obrazek 19. Reprezentativni mikrofotografie indukce pERK v DG z ¢asového bodu 1 h a 45 min
po CT15. Usecka v levém dolnim rohu kazdé mikrofotografie reprezentuje 100 um. Leva horni
mikrofotografie zobrazuje DG intaktni kontroly. Prava mikrofotografie zobrazuje DG zvifete
s aplikovanym ketaminem. Indukce pERK v DG byla napfi¢ experimentalnimi skupinami vSeobecné

nizka.

5.3  Vliv subanestetické davky ketaminu na hladinu pCREB
5.3.1 Indukce pCREB v SCN

Hladina fosforylované formy proteinu CREB byla v obou ¢astech SCN ve vSech cCasovych
bodech vysokd — primérné hodnoty se pohybovaly ve stovkach imunoreaktivnich bunék.

Obarveni fez ilustruji reprezentativni fotografie na obrazku 22.

V DMSCN nebylo mozné testem ANOVA zamitnout nulovou hypotézu (p = 0,6192).
Mezi experimentalnimi skupinami nebyly nalezeny signifikantn¢ vyznamné rozdily (obr. 20).
Nejvétsi rozdil (p = 0,8208) byl zaznamenan mezi skupinou kontrolnich pulzovanych zvitat
vystavenych pulzu a skupinou pulzovanou zvifat s aplikovanym ketaminem,

a to v casovém bod¢ 1 h 45 minut po CT15.
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Obrazek 20. Poc¢ty imunoreaktivnich bunék pCREB v DMSCN. Hladina fosforylované formy
proteinu CREB byla urcena v ¢asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15,
u nepulzovanych zvitat v odpovidajicich ¢asech. Kazdy sloupec predstavuje primér 3—4 hodnot + SEM.

Analyza byla provedena jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem.

Ve VLSCN byla situace podobna jako v DMSCN. Celkova hladina pCREB byla velmi
vysokd a nebylo mozné zamitnout nulovou hypotézu (p = 0,7420). Bonferroniho post-hoc
testem nebyly mezi experimentalnimi skupinami napti¢ casovymi body odhaleny Z4dné rozdily

(p <0,9999 u vsech porovnavanych skupin; obr. 21).
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Obrazek 21. Poéty imunoreaktivnich bunék pCREB ve VLSCN. Hladina fosforylované formy
proteinu CREB byla urena v ¢asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15,
u nepulzovanych zvitat v odpovidajicich ¢asech. Kazdy sloupec ptedstavuje primér 3—4 hodnot + SEM.

Analyza byla provedena jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem.
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Obrazek 22. Reprezentativni mikrofotografie imunoreaktivnich bunék pCREB v SCN z ¢asového
bodu 1 h a 45 min po CT15. Usetka v levém dolnim rohu kazdé mikrofotografie reprezentuje 100 pm.
Leva mikrofotografie zobrazuje SCN kontrolniho zvifete vystaveného pulzu. Prava mikrofotografie

zobrazuje SCN zvifete s aplikovanym ketaminem a vystaveného pulzu.

5.3.2 Indukce pCREB v DG

V hipokampu byla indukce fosforylované formy proteinu CREB vSeobecné nizsi nez v SCN.
Test jednofaktorovda ANOVA zde vSak s vysokou signifikanci zamitnul nulovou hypotézu
(p = 0,0002). Primérny pocet pCREB indukovanych bun¢k u pulzovanych zvirat
s aplikovanym ketaminem v Case 15 min po pulzu je oproti ostatnim experimentalnim
skupindm velmi vysoky a ptedstavuje 107 buné¢k (primeéry ostatnich skupin se pohybuji
v rozpéti priblizn¢ 10-20 bunck; obr. 23 a obr. 24). Narast poc¢tu indukovanych bunck
u pulzovanych zvifat s aplikovanym ketaminem je signifikantni oproti pulzované kontrole
(p = 0,0006) 1 oproti zvitatim, kterym byl aplikovan ketamin, ale nebyla vystavena pulzu
(p =0,0002). Bonferroniho post-hoc testem nebyly mezi ostatnimi experimentalnimi skupinami
napti¢ ¢asovymi body odhaleny Zadné rozdily (p <0,9999 u vSech ostatnich porovnavanych

skupin).
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Obrazek 23. Po¢ty imunoreaktivnich bunék pCREB v DG. Hladina fosforylované formy proteinu
CREB byla urc¢ena v ¢asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15, u nepulzovanych
zvitat v odpovidajicich ¢asech. Kazdy sloupec predstavuje primér 3—4 hodnot = SEM. Analyza byla

provedena jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem; *** ptedstavuje signifikanci

p <0,001.

Obrazek 24. Reprezentativni mikrofotografie imunoreaktivnich bunék pCREB v DG z ¢asového
bodu 15 min po CT15. Usegka v levém dolnim rohu kazdé mikrofotografie reprezentuje 100 um. Levé
horni mikrofotografie zobrazuje DG intaktni kontroly. Pravd horni mikrofotografie zobrazuje DG
zvifete s aplikovanym ketaminem. Leva dolni mikrofotografie zobrazuje DG pulzované kontroly. Prava

dolni mikrofotografie zobrazuje DG pulzovaného zvite s aplikovanym ketaminem.
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5.4  Vliv subanestetické davky ketaminu na hladinu BDNF

U protilatky proti proteinu BNDF nebylo kvili zptisobu obarveni fezii mozné pocitat jednotlivé
imunoreaktivni bunky. Byla proto méfena relativni optickd denzita, kterd nabyva hodnot
od 0 (oblast nevykazujici zadné znamky navazané protilatky, neobarvend) do 1 (protilatka je

v maximalni mife pfitomna v celé oblasti).

5.4.1 Indukce BDNF v SCN

Pti porovnavani indukce BDNF v DMSCN nebylo testem jednofaktorova ANOVA mozné
zamitnout nulovou hypotézu (p = 0,2876; obr. 25). Nejvétsi, avSak stale nesignifikantni
(p = 0,5436) rozdil mezi skupinami byl pozorovan mezi intaktnimi kontrolami
a nepulzovanymi zvitaty s aplikovanym ketaminem v ¢ase 1 h 45 min po CT15 (tato skupina
ostatn¢ vykazuje zajimavé zvySeni 1 oproti stejné experimentdlni skupin€¢ v predchozim

¢asovém bodé&, p = 0,3122).
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Obrazek 25. Relativni opticka denzita BDNF v DMSCN. Vyse relativni optické denzity BNDF byla
ur¢ena v ¢asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15, u nepulzovanych zvitat
v odpovidajicich Casech. Kazdy sloupec ptedstavuje primér 3—4 hodnot + SEM. Analyza byla

provedena jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem.

V ¢asti VLSCN byla relativni optickad denzita BNDF vSeobecné vys$si nez v DMSCN, jak lépe
zobrazuji reprezentativni mikrofotografie na obrazku 27. Ani zde vSak nebylo moZné testem
jednofaktorovd ANOVA zamitnout nulovou hypotézu (p = 0,4456; obr. 26). Zajimavé, avSak
nesignifikantni (p = 0,3156) je zvySeni relativni optické denzity u zvifat s aplikovanym

ketaminem v bod¢ 1 h 45 min po CT15 oproti ptedchozimu ¢asovému bodu, které¢ koresponduje
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se stejnou situaci v DMSCN. Bonferroniho post-hoc testem nebyly mezi ostatnimi

experimentalnimi skupinami napti¢ ¢asovymi body odhaleny zadné rozdily (p <0,9999 u vSech

ostatnich skupin).
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Obrazek 26. Relativni opticka denzita BDNF ve VLSCN. Vyse relativni optické denzity BNDF byla

uréena v ¢asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15, u nepulzovanych zvirat

v odpovidajicich casech. Kazdy sloupec predstavuje primér 3—4 hodnot + SEM. Analyza byla

provedena jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem.

Obrazek 27. Reprezentativni mikrofotografie optické denzity proteinu BDNF z ¢asového bodu

1 h 45 min po CT15. Usec¢ka v levém dolnim rohu kazdé mikrofotografie reprezentuje 200 um. Cervené

obrysy rozdéluji VLSCN a DMSCN. Cervené jsou vyznaceny oblasti, které thresholder uréil jako

pozitivni. Horni mikrofotografie zobrazuji SCN intaktni kontroly, dolni mikrofotografie zobrazuji SCN

zvitete s aplikovanym ketaminem. Je patrné, Ze VLSCN vSeobecné vykazuji nizsi relativni optickou

denzitu BDNF nez DMSCN.
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5.4.2 Indukce BDNF v DG

U indukce BDNF v DG nebyla jednofaktorovou ANOVA zamitnuta nulova hypotéza
(p = 0,5204; obr. 28). Bonferroniho post-hoc testem nebyly mezi experimentalnimi skupinami
napii¢ Casovymi body odhaleny statisticky vyznamné rozdily (p <0,9999 u vSech
porovnavanych skupin). Zajimavé je, ze primérna hodnota relativni optické denzity BDNF byla
v ¢asovém bod¢ 5 h po CTI15 u obou studovanych skupin tadoveé nizsi (priblizné 0,018
u intaktnich kontrol a 0,012 u zvitat s aplikovanym ketaminem) nez tomu bylo u odpovidajicich
experimentalnich skupin ptfedchoziho ¢asového bodu (pfiblizn¢ 0,21 u intaktnich kontrol
a 0,2 u zvifat s aplikovanym ketaminem). Tento vyrazny (ac statisticky nevyznamny) rozdil

dobfe ilustruji reprezentativni fotografie na obrazku 29.
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Obrazek 28. Relativni opticka denzita BDNF v DG. Vyse relativni optické denzity BNDF byla uréena
v ¢asech 15 min, 1 h 45 min a 5 h po svételném pulzu v CT15, u nepulzovanych zvifat v odpovidajicich
casech. Kazdy sloupec predstavuje primér 3-4 hodnot = SEM. Analyza byla provedena
jednofaktorovou ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem.
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Obrazek 29. Reprezentativni mikrofotografie porovnavajici relativni optickou denzitu BDNF

v DG u inaktnich kontrol v ¢asovém bodé 1 h 45 min a 5 h po CT15. Usecka v levém dolnim rohu
kazdé mikrofotografie reprezentuje 100 um. Cerveny obdélnik znaéi ROI, Gervené jsou uvniti ROI
vyznaceny oblasti, které thresholder urcil jako pozitivni. Horni mikrofotografie zobrazuji DG intaktni
kontroly v ¢ase 1 h 45 min po CT15. Dolni mikrofotografie zobrazuji DG intaktni kontroly v ¢ase 5 h
po CT15.

5.5  Vliv subanestetické davky ketaminu na lokomoc¢ni aktivitu potkanti

v kombinaci se svételnym pulzem (1. beh experimentu)

Lokomoc¢ni aktivita predstavuje dobfe pozorovatelny behaviordlni vystup aktivity
cirkadidnniho systému. Jeji dlouhodobé méteni proto poskytuje dobré informace o zménach
v tomto systému.

Prvni béh experimentu s mé&fenim lokomocni aktivity probihal u zvifat, ktera byla v Case
CT15, tedy na pocatku subjektivni noci, vystavena 15minutovému svételnému pulzu.

Vystaveni svételnému pulzu indukovalo u 5 kontrolnich zvifat primémé fazoveé
zpozdéni lokomocni aktivity okolo 1,9 hodiny (obr. 30). U 4 zvitat, kterym byla v CT14
aplikovana subanestetickd davka ketaminu (40 mg/kg i.p.), pfedstavovalo toto zpozdéni
primérné piiblizné 0,6 hodiny. Neparovym t-testem byla zamitnuta nulova hypotéza, fazové
zpozdéni u zvifat vystavenych ketaminu bylo vyhodnoceno jako signifikantné nizsi

(p = 0,0483) oproti kontrolnim zvifatim. Rozdil ve velikosti fazového posunu lokomocni
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aktivity je dobfe ilustrovan také reprezentativnimi aktogramy kontrolniho potkana (obr. 31)

a potkana s ptedchazejici aplikaci ketaminu (obr. 32).
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Obrazek 30. Velikost fazového posunu u potkani prvniho béhu experimentu po vystaveni
15minutovému svételnému pulzu v ¢ase CT15. Sloupec kontrolnich zvitat pfedstavuje prumér
5 hodnot + SEM, sloupec zvitat s aplikaci ketaminu pfedstavuje primér 4 hodnot = SEM. Analyza byla

provedena neparovym t-testem; * predstavuje signifikanci p <0,05.
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Obrazek 31. Reprezentativni aktogram kontrolniho potkana ukazujici fazovy posun lokomoc¢ni
aktivity po vystaveni svételnému pulzu. Kazdy radek reprezentuje zdznam ze dvou dnd, spodni osa je
rozdélena na hodiny. Zelené znaceni zaznamenava lokomo¢ni aktivitu, Cervené ctverecky znaci pocatky
aktivni faze. Modra linie spojuje zagatky aktivni faze v LD rezimu. Zluté koletko znadi svételny pulz
v CT15. Cervena linie spojuje za¢atky aktivni faze v DD rezimu po svételném pulzu. Uhel, ktery mezi

sebou modra a ¢ervena linie sviraji, znaci fazovy posun (h).
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Obrazek 32. Reprezentativni aktogram potkana s aplikaci ketaminu ukazujici fazovy posun
lokomoc¢ni aktivity po vystaveni svételnému pulzu. Kazdy fadek reprezentuje zaznam ze dvou dnd,
spodni osa je rozdé€lena na hodiny. Zelené znafeni zaznamenava lokomocni aktivitu, ¢ervené Ctverecky
znadi pocatky aktivni faze. Modra linie spojuje zacatky aktivni faze v LD rezimu. Zluté koleko zna&i
svételny pulz v CT15, kterému predchazela aplikace ketaminu v CT14. Cervena linie spojuje zagatky
aktivni faze v DD reZimu po svételném pulzu. Uhel, ktery mezi sebou modré a &ervena linie sviraji,

znaci fazovy posun (h).

Aplikace ketaminu také u zvifat vyvolala snizeni délky endogenni periody oproti
kontrolnim zvifatim (obr. 33), které¢ vSak nebylo neparovym t-testem vyhodnoceno jako
signifikantni (p = 0,1710). Priimérna délka periody kontrolnich zvitat byla 24,36 hodin, u zvirat

vystavenych ketaminu to bylo pouze 24,1 hodin.
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Obriazek 33. Délka endogenni periody u potkani prvniho béhu experimentu. Sloupec kontrolnich
zvitat predstavuje primeér 5 hodnot £ SEM, sloupec zvitat s aplikaci ketaminu pfedstavuje primer

4 hodnot = SEM. Analyza byla provedena neparovym t-testem.
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DalSim ze sledovanych parametri u dlouhodobého zaznamu lokomocni aktivity byla
relativni amplituda. Relativni amplituda reprezentuje rozlozeni celkové aktivity v rdmci dne.
Nabyva hodnot 0 (kdy je nemozné rozlisit mezi aktivni a klidovou fazi dne) az 1 (kdy lze tato
obdobi zcela zfeteln¢ odd¢lit). Hodnoty relativni amplitudy se mezi skupinami zvitat prvniho
behu takika nelisily (obr. 34), neparovym t-testem nebylo mozné zamitnout nulovou hypotézu
(p= 0,8158). Primérna hodnota relativni amplitudy byla pfiblizné 0,56 u kontrolni skupiny
zvitat a 0,55 u skupiny zvitat s aplikovanym ketaminem.
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Obrazek 34. Hodnoty relativni amplitudy u potkant prvniho béhu experimentu. Sloupec
kontrolnich zvitat pfedstavuje pramér 5 hodnot £ SEM, sloupec zvifat s aplikaci ketaminu predstavuje

pramér 4 hodnot £ SEM. Analyza byla provedena neparovym t-testem.

Sledovéna byla také celkova aktivita zvifat zaznamenana lokomoc¢nim snimacem, ktera
se udava v relativnich jednotkach. Podobné, jako tomu bylo u relativni amplitudy, ani zde
nebylo neparovym t-testem mozné zamitnout nulovou hypotézu — celkova aktivita se mezi

experimentalnimi skupinami takika nelisila (p = 0,9940; obr. 35).
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Obrazek 35. Celkova aktivita potkani prvniho béhu experimentu vyjadiena v relativnich
jednotkach. Sloupec kontrolnich zvifat predstavuje primér 5 hodnot + SEM, sloupec zvitat s aplikaci

ketaminu ptfedstavuje primeér 4 hodnot £ SEM. Analyza byla provedena neparovym t-testem.
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5.6  Vliv subanestetické davky ketaminu na lokomoc¢ni aktivitu potkanti
v rezimu DD (2. béh experimentu)

Ve druhém béhu experimentu jsme se zaméfili na samotny vliv ketaminu na rytmus
v lokomoc¢ni aktivité potkand. Zvifata setrvala v DD rezimu tak dlouho, aby bylo mozné urcit
jejich subjektivni ¢as CT15 (tedy prvni ¢ast jejich subjektivni noci). V tomto Case byla nasledné
péti potkaniim aplikovana subanesteticka davka ketaminu (40 mg/kg i.p.). Ctyfi potkani
predstavovali kontrolni skupinu. Zvifata byla nadale udrzovana v DD pro zaznam jejich
volného béhu.

Samotnd manipulace se zvitaty v ¢ase CT15 zpisobila fazovy posun (obr. 36). Tento
fazovy posun vSak nebyl neparovym t-testem vyhodnocen jako statisticky vyznamny
(p = 0,7360). Primérny fazovy posun u skupiny kontrolnich zvifat predstavoval ptiblizné
0,94 h, u skupiny zvitat s aplikovanym ketaminem to bylo pfiblizn¢ 0,80 h. Velikost fadzového
posunu ilustruji také reprezentativni aktogramy kontrolniho potkana (obr. 37) a potkana

s aplikovanym ketaminem (obr. 38).
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Obrazek 36. Velikost fazového posunu u potkanu druhého béhu po aplikaci ketaminu v CT15.
Sloupec kontrolnich zvifat ptedstavuje praméer 4 hodnot + SEM, sloupec zvifat s aplikaci ketaminu

predstavuje pramér 5 hodnot + SEM. Analyza byla provedena neparovym t-testem.
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Obrazek 37. Reprezentativni aktogram kontrolniho potkana ukazujici fazovy posun lokomocni
aktivity po aplikaci fyziologického roztoku. Kazdy tadek reprezentuje zaznam ze dvou dnd, spodni
osa je rozdelena na hodiny. Zelené znaceni zaznamenava lokomocni aktivitu, ervené ctverecky znaci
pocatky aktivni faze. Modra linie spojuje zacatky aktivni faze v DD rezimu. Modry ¢tverec znaci
aplikaci fyziologického roztoku v CT15. Cervena linie spojuje za¢atky aktivni faze po aplikaci roztoku.

Uhel, ktery mezi sebou modra a ¢ervena linie sviraji, znaci fazovy posun (h).
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Obrazek 38. Reprezentativni aktogram potkana ukazujici fazovy posun lokomoc¢ni aktivity
po aplikaci ketaminu. Kazdy tadek reprezentuje zdznam ze dvou dntl, spodni osa je rozd€lena na
hodiny. Zelené znaceni zaznamenava lokomoc¢ni aktivitu, cervené ctverecky znaci pocatky aktivni faze.

Modra linie spojuje zacatky aktivni faze v DD rezimu. Modry ctverec znaci aplikaci ketaminu v CT15.
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Cervena linie spojuje zagatky aktivni faze po aplikaci roztoku. Uhel, ktery mezi sebou modra a Gervena

linie sviraji, znac¢i fazovy posun (h).

Veskeré dalsi parametry lokomocni aktivity byly zaznamendny ptfed a po aplikaci
ketaminu. Neparametricky t-test neodhalil signifikantni rozdil mezi délkou endogenni periody
experimentalnich skupin, a to ani pied aplikaci roztoki (p = 0,7724), ani po ni (p = 0,3067), jak
ukazuje graf na obrazku 39. Zajimavé vSak je, ze zatimco parametricky t-test srovnavajici
endogenni periodu Ctyf kontrolnich zvirat pted aplikaci fyziologického roztoku a po ném
prokazal prodlouzeni této periody takika na hranici signifikance (p = 0,0577), parametricky
t-test srovnavajici pet zvirat pred a po aplikaci ketaminu byl zcela nesignifikantni (p = 0,2420).
U kontrolnich zvitat tedy doSlo k nesignifikantné vétSimu prodlouzeni periody nez u zvirat
s aplikovanym ketaminem. Primérnd délka endogenni periody u kontrolnich zvifat byla
24,33 h pted aplikaci fyziologického roztoku a 24,48 h po ném. U zvifat s aplikovanym
ketaminem byla perioda dlouhd 24,30 h pted jeho aplikaci a 24,38 h po aplikaci.
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Obrazek 39. Délka endogenni periody u potkanii druhého béhu experimentu pred a po aplikaci
roztokiu. Sloupec kontrolnich zvitat predstavuje v obou pfipadech primér 4 hodnot + SEM, sloupec
zvitat s aplikaci ketaminu pfedstavuje v obou piipadech primér 5 hodnot + SEM. Analyza porovnavajici
experimentalni skupiny mezi sebou byla provedena neparovym t-testem, a to pted i po aplikaci roztokd.
Analyza porovnavajici rozdil pfed a po v ramci jedné experimentalni skupiny byla provedena parovym

t-testem, a to u obou experimentalnich skupin.

Neparovy t-test neodhalil mezi experimentalnimi skupinami pted aplikaci roztokl témef
zadny rozdil v relativni amplitudé (p = 0,9877; obr. 40). Relativni amplituda dosahovala
primérné hodnoty 0,44 u skupiny ¢tyt kontrolnich zvitat a pfiblizné 0,45 u péti zvitat, kterym

mél byt aplikovan ketamin. Ani po aplikaci roztokii nebylo mozné zamitnout nulovou hypotézu
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na zéakladé neparového t-testu (p = 0,3991). Zvysena hodnota relativni amplitudy u kontrolnich
zvitat byla pfiblizn¢ 0,48, u zvitat po aplikaci ketaminu 0,53. Prodlouzeni relativni amplitudy
po aplikaci roztoki nebylo na zaklad¢ parového t-testu ani u jedné skupiny signifikantni
(p = 0,2858 pro skupinu kontrolnich zvitat, p = 0,0734 pro skupinu zvitat s aplikovanym
ketaminem). Nartust primérné relativni amplitudy u skupiny zvifat po aplikaci ketaminu je
zvySovan predev§im jednou odlehlou (nikoliv vSak signifikantn¢ odliSnou) hodnotou, jak je

vidét na obrazku 40.
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Obrazek 40. Hodnoty relativni amplitudy potkani druhého béhu experimentu pi‘ed a po aplikaci
ketaminu. Sloupec kontrolnich zvitat pfedstavuje v obou piipadech primér 4 hodnot + SEM, sloupec
zvitat s aplikaci ketaminu piedstavuje v obou piipadech primér 5 hodnot = SEM. Analyza porovnavajici
experimentalni skupiny mezi sebou byla provedena neparovym t-testem, a to pied i po aplikaci roztok.
Analyza porovnavajici rozdil pfed a po v rdmci jedné experimentalni skupiny byla provedena parovym
t-testem, a to u obou experimentalnich skupin. Zdanlivé zvyseni relativni amplitudy u skupiny zvitat po
aplikaci ketaminu je zptsobeno piedevsim jednou vysokou hodnotou, ktera v§ak neni od zbylych ¢ty

signifikantné odlehla.

Na zakladé neparového t-testu se ukazalo, ze hodnoty celkové aktivity udavané
v relativnich jednotkdch byly mezi experimentalnimi skupinami témét signifikantné odlisné jiz
pted aplikaci roztokd (p = 0,0538; obr. 41). Zatimco u kontrolni skupiny ptedstavovala
primérnd hodnota pfiblizné 1,53 relativnich jednotek, u skupiny zvifat, kterym mél byt
aplikovan ketamin, to bylo pfiblizné 2,1. Parovy t-test ndsledné¢ ukazal u obou skupin
signifikantni nartist celkové aktivity (p = 0,0452 pro skupinu ¢tyt kontrolnich zvitat, p = 0,0372
pro skupinu péti zvitat s aplikovanym ketaminem). U kontrolni skupiny se mira celkové aktivity

zvysila na pfiblizné 1,8 jednotek, u skupiny zvifat po aplikaci ketaminu na 2,21. Ani po aplikaci
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roztokll v§ak neparovy t-test nezamitnul nulovou hypotézu, mezi experimentalnimi skupinami

tedy nebyl v celkové aktivité statisticky vyznamny rozdil (p = 0,1500).
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Obrazek 41. Celkova aktivita potkanii druhého béhu experimentu pied a po aplikaci ketaminu
vyjadiena v relativnich jednotkach. Sloupec kontrolnich zvitat pfedstavuje v obou pfipadech primeér
4 hodnot + SEM, sloupec zvifat s aplikaci ketaminu predstavuje v obou pfipadech prameér
5 hodnot + SEM. Analyza porovnavajici experimentalni skupiny mezi sebou byla provedena neparovym
t-testem, a to pfed i po aplikaci roztokd. Analyza porovnavajici rozdil pfed a po v ramci jedné
experimentalni skupiny byla provedena parovym t-testem, a to u obou experimentalnich skupin.
U obou experimentalnich skupin doslo po aplikaci roztokt k signifikantnimu nartstu celkové aktivity;

* predstavuje signifikanci p <0,05.
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6. Diskuze

Ketamin je nekompetitivni antagonista NMDA receptort. Aktivace NMDA receptorti v oblasti
SCN, hlavniho pacemakeru, ma klicovou roli ve svétlem indukovanych fdzovych posunech
(Colwell et al., 1991); subanestetické davky ketaminu navic plisobi na nékolik dalSich
svétloreaktivnich markerd, jako je napt. protein c-FOS, transkripéni faktor pCREB ¢i
aktivovana kindza pERK, které jsou pro fazovy posun nezbytné (Kohtala e al., 2021). Soucasné
také aplikace ketaminu zvySuje hladiny neurotrofinu BNDF v oblasti hipokampu a mPFC
(Zhou et al., 2014). Bylo dokonce zjisténo, Ze ketamin zvySuje neurogenezi v aktivné
proliferac¢nich oblastech mozku, jako je DG (Michaélsson ef al., 2019).

Tato prace se zabyva pisobenim subanestetickych davek ketaminu na svétloreaktivni
markery c-FOS, pCREB a pERK a také na neurotrofin BDNF v SCN a DG. NaSe vysledky
ukazuji, ze aplikace subanestetick¢ davky ketaminu sniZzuje snizuje indukci proteinu c-FOS
v SCN po vystaveni svételnému pulzu, s ¢imz koreluje také snizeni fazového posunu
lokomocni aktivity. Za stejnych podminek vSak tato davka ketaminu zvySuje indukci c-FOS

v DG.

6.1  Aplikace subanestetické davky ketaminu

Ketamin ptedstavuje farmakum s velkou §ifi a¢inné davky a variabilnimi moznostmi aplikace.
Experimenty zabyvajici se uCinkem subanestetickych davek ketaminu nejcastéji voli
intraperitonealni ¢i subkutanni aplikaci, pfiCemz subkutanni zpiisob je vyuzivan predevSim pfi
aplikaci mlad’atim (Liu et al, 2011). Uziva se nicméné i intravendzni aplikace, ktera
piedstavuje nejCastéjsi zptisob podani v klinické praxi (Radford et al., 2017), ¢i oralni aplikace,
vhodna predevsim pro chronické podavani (Lannes et al., 1991). V naSem experimentu byla
zvolena intraperitonealni injekce. Experimentalni paradigma vyzadovalo jednorazovou davku
ketaminu aplikovanou ve tme¢, respektive za Cerveného svétla, a za téchto podminek
predstavovala intraperitonedlni aplikace nejvhodnéjsi ptistup. Tento typ aplikace ketaminu se
u potkanl navic vyznacuje rychlym néaristem mnozstvi ketaminu a jeho hlavniho metabolitu
norketaminu v krevnim séru, ale 1 v mozku — maximélni hodnoty jsou pozorované 10 az 30
minut po aplikaci, ale vysoké mnozstvi pretrvava i 2 hodiny po aplikaci (Palenicek ef al., 2011).
To ptedstavovalo pro nas experiment optimalni farmakokinetické parametry. Aplikace
ketaminu prob&hla na pocatku subjektivni noci (CT14), prvni ¢asovy bod odbéru tkané probihal
hodinu a ¢tvrt poté.

Déavka ¢inila 40 mg/kg roztoku ketaminu. Tato davka byla pfed zacatkem pokusu

experimentalné stanovena. Cilem bylo aplikovat takovou davku, kterd by zptisobila ocekavané
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behavioralni projevy — u potkani jsou po anestetické i subanestetické davce ketaminu typicky
pozorovany ataxie, kyvavé pohyby hlavou a stereotypni ota¢eni se v kruhu
(Myslobodsky et al., 1979; Hetzler & Wautlet, 1985) — ale soucasn¢ u zvitat nezpusobila sedaci.
Mira sedace byla pozorovana na zaklad¢ tzv. righting reflexu, neboli reflexu, ktery u zvitete
prevraceného na zada zajisti okamzité ,,srovnani do polohy s krytym bfichem. Tento test se
u zvitat standardné uziva pro urceni miry ztraty védomi (Meyer, 2020). Potkani pfi davce
40 mg/kg i.p. nevykazovali zadné naruSeni righting reflexu. Pfi stanovovani davky byl bran
ziretel na predchozi studie, u kterych je v§ak nachdzen pomérné velky rozptyl subanestetickych
davek, a to od velmi nizkych, od 5 mgkg po 20 mgkg 1p. (Imre et al., 2006;
Garcia et al., 2008; Alijanpour & Rezayof, 2023), které pii naSem testovani nemély zadny
behavioralni ucinek, az po 50 mg/kg i.p. (Hetzler & Wautlet, 1985), pii které vsak byl ve
zminéné studii naopak Uc¢inek az piili§ prominentni (ataxie dosahla takové Grovné, Ze zvitata

padala na stranu, coZ by mohlo implikovat 1 naruSeny righting reflex).

6.2  Vliv subanestetické davky ketaminu na hladinu svétlo-reaktivnich
markerii v SCN a jejich behavioralni vystup

Podle dostupnych informaci existuje pouze jedind publikovana studie zabyvajici se G¢inkem
jednorazové subanestetické davky ketaminu na fazové posuny v lokomocni aktivité,
a to Colwell ef al., 1990. Tato studie, vyuzivajici kiecka jako modelové zvite, zjistila, ze
subanesteticka davka ketaminu (40 mg/kg i.p.) aplikovand na pocatku subjektivni noci
(CT13,5) signifikantn¢ snizi velikost fazového posunu lokomoc¢ni aktivity indukovaného
svételnym pulzem oproti kontrolnim zvifatim. Ketamin pro experiment v této studii
(Colwell et al., 1990) vsak nebyl farmakem hlavniho z&jmu, nybrz spiSe dopliujici latkou —
experiment se zabyval vice antagonisty NMDA receptorti (z nichz ketamin piedstavoval
nejméné potentni z testovanych substanci) a jeho vystupem byl dikaz, ze NMDA receptory
jsou zasadni pro pfenos svételné informace retinohypothalamickym traktem do SCN. DalSimi
molekularnimi mechanismy ketaminu se vSak tento experiment nijak nezabyval.

Néami provedeny experiment potvrzuje zjisténi o vlivu ketaminu na fazové posuny
u zvifat. Subanestetickd davka ketaminu (40 mg/kg i.p.) aplikovand na poc¢atku subjektivni noci
(CT14) u potkanii signifikantn€é sniZila velikost fdzového posunu lokomocni aktivity
indukovaného svételnym pulzem oproti kontrolam. Sama o sobé vSak na fdzové posuny vliv
neméla, coz koresponduje se studii Colwell & Menaker, 1992 zabyvajici se vlivem jinych
antagonisti NMDA receptorii. Zjistili jsme navic, Ze tento behavioralni vystup aktivity SCN

pozitivné koreluje se signifikantnim snizenim hladiny proteinu c-FOS ve VLSCN po vystaveni
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svételnému pulzu oproti kontrolnim zvitatiim, ¢imz jsme potvrdili vysledky pfedchozich studii,
ze indukce c-FOS je pro svétlem indukované fazové posuny nezbytna (Wollnik et al., 1995;
Travnickova et al, 1996). Snizeni indukce c-FOS po svételném pulzu bylo ocekavané
markantni v ¢asti VLSCN, nebot’ pravé ta, na rozdil od DMSCN, piijima informace o svétle
vedené RHT (Moore et al., 1995). Svételna informace je do VLSCN pienasena aktivaci
glutamatovych NMDAR — pravé aktivace NMDAR je jedna z prokazatelnych cest indukce
c-FOS (Morgan & Curran, 1988). Rozdil v indukci c-FOS po svételném pulzu mezi kontrolnimi
zvitaty a zvitaty s aplikovanym ketaminem byl pozorovatelny okamzité po pulzu, statisticka
signifikance se nicménég projevila az v casovém bod¢ 1 h a 45 min po pulzu. Na viné je nejspis
Casova prodleva mezi prvotni indukci genové transkripce a konecnym zvySenim hladin
ptislusného proteinu — ptestoze je c-fos fazen mezi okamzité Casné geny a jeho mRNA vykazuje
rychly turnover, maximalni hladiny c-fos mRNA je dosahovano 30 minut po indukci
(Rahmsdorf et al., 1987). U maximdalniho naristu hladin proteinu c-FOS (tzn. 1 maximélniho
rozdilu mezi kontrolnimi zvifaty a zvitaty s aplikovanym ketaminem) je tedy také nutné pocitat
s ur¢itym zpozdénim.

Zjistili jsme, Ze samotna aplikace ketaminu nevytvafi rozdil v hladinach proteinu c-FOS
oproti kontrolnim zvifatim ani v jedné casti SCN. Predchozi studie ukazuji, ze vlivem
jednorazové subanestetické davky ketaminu dochazi ke zvySené indukci ¢-FOS v nékterych
¢astech mozku, jako je naptiklad Cichovy lalok, mPFC, PVN ¢i amygdala (Yang et al., 2010;
Gao et al., 2021), ale ujinych ¢asti, jako je napiiklad ventrdlni tegmentalni oblast nebo
substantia nigra, nedochazi k zadné¢ zméné (Yang et al., 2010). Ve vétSin€ (a€ ne ve vSech)
hypothalamickych oblastech zplisobuje subanesteticka davka ketaminu zvySeni hladin ¢c-FOS
(Gao et al., 2021). Konkrétné pro SCN tato data dostupna nejsou, nase vysledky vsak zvyseni
nenaznacuji.

V hladinédch pERK nebyly ani v jedné ¢asti SCN nalezeny Zadné statisticky vyznamné
zmény mezi skupinami. To je vSak v rozporu s piedchozimi vysledky naSi laboratoie
1 s publikovanymi studiemi. Vtok vapenatych iontl zpisobeny aktivaci NMDA receptorli ve
VLSCN vlivem svételného pulzu by mél v této ¢asti zpusobit signifikantni zvySeni fosforylace
kindzy ERK u kontrolnich zvifat (Obrietan et al., 1998; Cervena et al., 2015), patrné jiz
15 minut po vystaveni pulzu (Butcher et al., 2003). Hladiny pERK mezi jednotlivymi ¢astmi
SCN by navic mély byt v protifazi; v subjektivni noci by hladiny ve VLSCN mély byt velmi
vysoké, zatimco v DMSCN velmi nizké (Pacesova et al., 2015). Ani to se vSak v naSich

vysledcich u kontrolnich zvitat neprokazalo. Tento nesoulad mezi vysledky kontrolnich skupin
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naznacuje, ze nami zjisténé hladiny pERK se bohuzel nedaji brat jako divéryhodné a nelze
ucinit spolehlivy zavér o ptisobeni ketaminu na svétlem-indukované hladiny pERK v SCN.

Podobna je situace u indukce pCREB. V poctech imunoreaktivnich bunék SCN nebyly
u tohoto proteinu nalezeny zddné zmény. I zde by v§ak minimalné u kontrolnich skupin mély
byt patrné signifikantni rozdily, nebot” fosforylace proteinu CREB je nezbytnym procesem pro
indukci  svételnych fazovych posuni v subjektivni noci (Ginty et al, 1993;
Wheaton et al., 2018). Fosforylace pPCREB navic tizce souvisi s indukcei c-FOS, nebot’ jsou oba
tyto procesy ovliviiovany hladinami cAMP (Metz & Ziff, 1991). Zd4 se proto byt
nepravdépodobné, ze by dochazelo k signifikantnim rozdilim v hladinach c-FOS, ale nikoliv
k rozdiltim v hladindch pCREB. Ani tyto vysledky tedy nelze brat jako smérodatné.

Subanestetickd davka ketaminu na pocatku subjektivni noci nezpusobila signifikantni
rozdil v celkové lokomoc¢ni aktivité zvifat v porovnani s aktivitou kontrolnich zvifat, a to ani
samostatné¢, ani v kombinaci se svételnym pulzem. Ve druhém béhu experimentu sice doslo po
aplikaci ketaminu k signifikantnimu nardstu celkové aktivity zvifat, tento nartist vSak
korespondoval s velmi podobnym narGstem aktivity kontrolnich zvifat po aplikaci
fyziologického roztoku. Vysledky studie Mihara ef al., 2012 s anestetickou davkou ketaminu
aplikovanou potkaniim v LD rezimu uprostied noci ukazuji tfidenni snizeni lokomoc¢ni aktivity
oproti kontrolnim zvifatim — autofi této studie nicméné pfiznavaji, ze na vin¢ je spiSe
pooperacni stav zvirat nez aplikace ketaminu, nebot’ toto snizeni bylo stejné i u skupiny, u které
bylo pouzito jiné anestetikum. Studie Wilson et al., 2007 zabyvajici se vlivem subanestetické
davky ketaminu naopak zjistila, ze potkani s aplikovanym ketaminem nevykazuji oproti
kontrolnim zvifatim pftilis velky rozdil v aktivité ani v rdmci akutni pohybové aktivity (méteni
zacCalo okamzité po aplikaci, a probihalo 2 hodiny). Jina studie, Bates & Trujillo, 2019, zjistila,
ze efekt hyperlokomoce po subanestetické davce ketaminu se u dospélych potkanii do jedné
hodiny po aplikaci ztrati. Lze tedy pfedpokladat, Ze se u zvitat skute¢né neprojevuje rozdil v
celkové lokomoc¢ni aktivité vlivem jednordazové davky ketaminu, a to ani pii dlouhodobém
pozorovani.

Rozdily mezi experimentdlnimi skupinami nebyly nalezeny ani v ostatnich
cirkadiannich parametrech lokomo¢ni aktivity, a to ani u prvniho, ani u druhého béhu pokusu.
Jednorazova aplikace subanestetické davky ketaminu tedy nema vliv na lokomoc¢ni aktivitu
jakoZzto behavioralni vystup cirkadianniho systému, pouze ovlivituje velikost fazovych posunt
zpiisobenych svételnym pulsem.

Ve druhém bé&hu pokusu byla relativni amplituda obou experimentalnich skupin zvitat

nizsi, nez byla u zvifat prvniho béhu, coz mohl byt diisledek del§iho pobytu zvitat v DD rezimu.
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6.3  Vliv subanestetické davky ketaminu na hladinu svétlo-reaktivnich

markerti v DG

Informace o svételném pulzu je komunikovéana nejen do SCN, ale i do hipokampu (von Gall,
2022). Neni tedy piekvapujici, ze svételny pulz indukoval zvySeni hladiny c-FOS v DG
podobnym zptsobem, jakym bylo toto zvySeni indukovano v SCN. Zajimavé vsak je, Ze
v kombinaci s aplikaci ketaminu byly hladiny c-FOS po svételném pulzu signifikantné vyssi
nejen proti zvifatim s aplikovanym ketaminem nevystavenym pulzu, ale i v porovnani se
zvySenim hladin ¢-FOS po pulzu u kontrolnich zvitat. To je velmi odliSné od situace v SCN,
kdy aplikace ketaminu naopak snizovala indukci c-FOS u pulzovanych zvirat. Ketamin, jakoZto
antagonista NMDAR, v neuronech SCN sniZuje reaktivitu na svételné pulzy indukovanou
pravé aktivaci NMDAR v této oblasti, v hipokampu vSak paradoxné zvySuje glutamatovou
signalizaci vlivem inhibice NMDAR inhibi¢nich interneuronti (Widman & McMahon, 2018).
Zvysena glutamatova signalizace pak miize indukovat zvySené hladiny c-FOS (Morgan &
Curran, 1988). Potvrzeni této teorie vychazi 1 ze studie Nakao ef al., 1993, ktera objevila, ze
vys$i davky ketaminu v potkanim hipokampu indukci ¢c-FOS nezptisobi — nejspi$ proto, ze
dochazi i k inhibici NMDA receptorti excitacnich pyramidovych neuronti v této oblasti. Kdyz
vSak zvifata nebyla vystavena svételnému pulzu, nebyl v hladinédch c-FOS v DG rozdil mezi
kontrolni skupinou a skupinou s aplikovanym ketaminem. To se shoduje s vysledky studie
Zhang et al., 2019, ktera 2 hodiny po infuzni subanestetické¢ davce ketaminu u potkant také
nenalezla zvySeni hladin c-FOS v hipokampu. Zvyseni indukce c-FOS v DG po aplikaci
ketaminu je tedy zcela zavislé na prvotnim zvySeni téchto hladin svételnym pulzem
v subjektivni noci.

Data porovnavajici hladiny pERK v DG jsou bohuzel, vzhledem k neprikaznym
vysledkiim v SCN, nepritkazna 1 zde. Ani v této Casti mozku nebyly nalezeny statisticky
vyznamné zmény mezi experimentalnimi skupinami. Studie Shi et al., 2020 zabyvajici se
hladinou pERK v hipokampu potkanli po subanestetické davce ketaminu zjistila, ze 1 hodinu
po aplikaci se hladiny pERK signifikantné snizi, 24 hodin po aplikaci jsou vSak naopak vyssi
nez u kontrolnich zvifat. Snizeni hladin pERK v hipokampu potkanli prokazuje i1 studie
Zhang et al., 2019, avSak zde po infuzni subanestetické davce ketaminu. Pokud by se tedy
experiment zdatil, mohlo pozorovani hladin pERK v DG po aplikaci ketaminu pfinést zajimavé
vysledky.

U fosforylovaného proteinu pCREB bylo v DG pozorovano velmi vyrazné zvySeni

hladin u pulzovanych zvitat s aplikovanym ketaminem, a to pfimo po pulzu. Dlvéryhodnost
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téchto dat je, vzhledem k nepritkaznosti vysledki hladin pCREB v SCN, malé, avSak zvySena
indukce pCREB v DG v reakci na pulz by byla v kontextu zvySenych hladin c-FOS v téze
oblasti logicka. Podobné¢ jako u pCREB, iu c-FOS pfispivaji zvySené hladiny cAMP ke zvysené
indukci (Metz & Ziff, 1991), a ketamin zvysené hladiny cAMP prokazatelné¢ vyvolava
(Wray et al., 2019). Pokud tedy signifikantn¢ zvysend hladina c-FOS v DG byla mimo jiné
zptisobena zvySenym mnozstvim cAMP, mélo by dojit i ke zvySeni fosforylace CREB. Bylo
dokonce prokazano, ze 20 minut po aplikaci subanestetické davky ketaminu (20 mg/kg i.p.),
skuteéné dochazi k signifikantnimu zvySeni hladin pCREB v oblasti hipokampu
(Shi et al., 2020). Protoze nas prvni ¢asovy bod odbéru probihal az 1 hodinu a 15 minut po
aplikaci ketaminu, je mozné, ze jsme zménu zpusobenou pouze aplikaci ketaminu (bez
svételného pulzu) nestadili zaznamenat. Ketamin vSak (a¢ nesignifikantn€) zvySuje 1 samotné
mnozstvi nefosforylovaného proteinu CREB (Shi et al., 2020), které mize pretrvavat, a
fosforylace tohoto proteinu vyvolana svételnym pulzem mohla zpusobit celkové zvySeni

hladiny pCREB, kter¢ jsme 15 minut po pulzu v DG pozorovali.

6.4  Vliv subanestetické davky ketaminu na hladinu BDNF

Ani v jedné ¢asti SCN nevykazuji hladiny BDNF mezi experimentalnimi skupinami napftic
casovymi body zadnou statisticky vyznamnou zménu. Exprese BDNF v SCN je nezbytna pro
vznik svételnych fazovych posunii (Kim et al., 2006; Michel et al., 2006), mira exprese BDNF
vSak neovliviiuje velikost fazového posunu po vystaveni svételnému pulzu v noci
(Liang et al., 2000). Bylo zjisténo, ze hladiny proteinu BDNF v SCN potkant vykazuji
cirkadianni rytmicitu s nejvys$simi hodnotami v prvni poloviné subjektivni noci (konkrétné
mezi CT15 a CT20) (Liang et al., 1998). Jelikoz se jedna o stejny Casovy interval, v jakém
probihaly nase odbérové body, je mozné, ze ketamin jiz nebyl schopen vysoké hladiny
neurotrofinu piili§ zvysit. Malé rozdily pro nds mohly byt nedetekovatelné vlivem silného
nespecifického barveni mozkové tkané protilatkou proti BDNF, u které¢ jsme pouZzili pomérné
nizké fedéni (1:100) vychézejici z naSeho predbézného pokusu jako optimalni. U této protilatky
dodané stejnym vyrobcem se v literatuie nicméné objevuje pii imunohistochemickych
analyzach fedéni 1 1:500 (Singh et al., 2022).

Ani v DG nebylo pozorovano zvySeni hladin BDNF po aplikaci ketaminu. Publikované
studie vSak ukazuji, Ze jednorazova aplikace subanestetické davky ketaminu u potkanti vede
k mirnému, ale signifikantnimu zvySeni hladin BDNF v hipokampu (Garcia et al., 2008;
Xu et al., 2013). Podobné jako tomu bylo u SCN, i zde pro nas mohly byt mirné rozdily

nepozorovatelné vlivem nizkého fedéni protilatky. Pozorovali jsme nicméné zajimaveé,
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a¢ nesignifikantni snizeni optické denzity BDNF v DG u obou experimentalnich skupin
v ¢asovém bodé¢ 5 h po vystaveni svételnému pulzu. Tento vysledek se shoduje
s publikovanymi daty (Liang et al., 1998), kdy u potkanti ve stejném case (CT20) vykazoval
dvouhodinovych intervalti po celé¢ délce dne. Efekt snizeni hladin BDNF mize souviset
s uinkem glukokortikoidii na expresi tohoto proteinu — zvySend hladina kortikosteronu
v hipokampu potkani zptisobi i o Sest hodin pozdé&ji sniZzeni hladin proteinu BDNF
v hipokampu, predev§im pravé v ¢asti DG (Schaaf et al., 1998). Hladiny kortikosteronu
v potkanim hipokampu jsou vysoké na pocatku noci a sjejim postupem se sniZuji
(Droste et al., 2008), pravé Sest hodin pfed poslednim odbérovym bodem byly také obé nase
experimentalni skupiny potkani vystaveny stresu (aplikaci roztokl), ktery zvySuje hladiny
glukokortikoidl a snizuje hladiny BDNF (Smith ez al., 1995). Oboji by mohlo nami pozorované

snizeni hladin vysvétlovat.
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7.  Zavér

Ketamin predstavuje disociativni anestetikum, jehoz subanestetické davky pulsobi jako
antidepresivum s rychlym néstupem tc¢inku. Ackoliv bylo prokézano, ze nizké davky ketaminu
pusobi na nekteré slozky cirkadianniho systému, chronofarmakologicky vliv této latky dosud
nebyl piili§ studovan. Vysledky nasi prace ukazuji, Zze jednorazova aplikace subanestetické
davky ketaminu na pocatku subjektivni noci u potkana snizuje svétlem indukované zvyseni
hladiny c-FOS v SCN, hlavnim cirkadiannim pacemakeru. V souvislosti s tim jsme dokazali,
ze tato aplikace ketaminu zplisobuje 1 snizeni velikosti svétlem indukovaného fazového posunu
lokomoc¢ni aktivity potkana. Prokazali jsme tedy, Ze ketamin celkov€ snizuje reakci
cirkadianniho systému na svételny stimul. Samotnd aplikace subanestetické davky ketaminu
v8ak podle naSich vysledki nemd na cirkadianni systém vliv. Prokazali jsme také, Ze nizka
davka ketaminu indukuje zvyseni hladiny c-FOS v gyru dentatu po vystaveni svételnému pulzu
na zacatku subjektivni noci, coz miize souviset se zvySenim glutamatové transmise v oblasti
hipokampu. Vzhledem k nepriikaznosti dalSich vysledkt vzniklych moZznym pochybenim pii
procesu imunohistochemie by opakovani experimentu mohlo pifinést dalsi relevantni informace

o ptuisobeni ketaminu na cirkadidnni systém.
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