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Jednorazova asociacni loha jako zakladni biologicky model epizodické
paméti

Abstrakt

Velmi dilezitou strukturou v mozku zvitete i ¢lovéka je hipokampus. Pfi studiu jedné z jeho
mnoha funkci, epizodické paméti u Cloveka, se vyzkum stfetdva s omezenimi neinvazivnich
metod. V tomto ohledu jsou velmi ndpomocné animalni modely. Za ucelem detailniho studia
riznych soucasti této schopnosti, byla v této praci vyvinuta nova behavioralni asociacni uloha
pro testovani asociace Casové blizkych ale oddé€lenych stimuld. Testovand zvirata byla
vystavena sekvenci zvukového podminéného stimulu a nepodminéného elektrické Soku, mezi
kterymi byla prodleva 2 vtetiny. 59 % testovanych zvitat si ispé$né osvojilo testovanou asociaci
1 spravnou ut€kovou reakci pro feSeni Ulohy. Na zakladé vysledkid by mohla byt tzv.
Jednorazova tloha parovaciho uceni s prodlevou cennym nastrojem pro detailnéjsi pochopeni
incidentalniho jednordzového uceni zvirat dalezitého pro epizodickou pamét’. Dal§im dalezitym
jevem zkoumanym v této praci je vznik novych neuronti v hipokampu béhem dospélosti a jeho
vliv na uceni a flexibilni pfeuovani. Po zablokovani neurogeneze zvitfat temozolomidem byla
testovana schopnost zvitat naucit se vyhybat neviditelnému sektoru v tlloze aktivniho vyhybani
se mistu. Flexibilita nau¢eného chovéani byla nasledné sledovana pfemisténim zakézaného
sektoru. Pravé kognitivni flexibilita byla po zablokovéani adultni neurogeneze u potkanil
podpofena. V poslednich experimentech byl testovan vliv hypertenze potkanich modelti na
adultni neurogenezi. Imunohistochemické barveni neodhalilo rozdil v poctu novych bunék
v hipokampu mezi zvifaty sriznymi hodnotami arteridlniho krevniho tlaku. Tato prace
predstavila novou moznost pro vyzkum epizodické paméti a poukazala na roli novych neuronii

ve flexibilnim chovani.

Klicova slova: adultni neurogeneze, asociace, behavioralni neurovédy, epizodicka pamét,
hipokampus
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One-trial association task as a basic biological model of episodic memory in
rats

Abstract

A very important structure in the animal and human brain is the hippocampus. The study one of
its many functions, episodic memory, is facing with the limited possibilities of non-invasive
methods. In this regard, animal models are helpful. In order to study the individual components
of such a complex ability in detail, a new behavioral task testing the association of temporally
close but separate stimuli was developed. The test animals were exposed to a sequence of a
sound conditioned stimulus and an unconditioned electric shock, between which there was a
delay of 2 seconds. 59% of the rats successfully learned the association as well as the correct
escape reaction to solve the task. Based on the results, the so-called One-Trial Trace Escape
Reaction task could be a very valuable tool for a more detailed understanding of animals'
incidental one-trial learning important for episodic memory. Another important phenomenon
investigated in this work is the development of new neurons in the hippocampus in adulthood
and its influence on learning and flexibility. After blocking the animals' neurogenesis with the
temozolomide, the animals' ability to learn to avoid an invisible sector in the active avoidance
task was tested. The flexibility of the learned behavior was then monitored by moving the
forbidden sector. This cognitive flexibility was improved by reduction of adult neurogenesis. In
the last experiments, the effect of hypertension in rat models on the adult neurogenesis was
tested. Immunohistochemical staining did not reveal a difference in the number of new cells
between animals with different values of arterial blood pressure. This work introduced a new

tool for episodic memory research and pointed to the role of new neurons in flexible behavior.

Key words: adult neurogenesis, association, behavioral neurosciences, episodic memory,
hippocampus
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1 TEORETICKY UVOD

Pamatovani si celistvych udalosti je velmi dtlezitou schopnosti ¢lovéka. Je to schopnost ulozit,
uchovat, vybavit si a vyjadfit vzpominku véetné detaill o prostiedi ¢i mistu, denni ¢i ro¢ni dobg,
nebo napiiklad o pfitomnosti dalSich ucastnikl a dalSich slozek vzpominky (vEetné¢ védomé
komponenty &lovéka). Casto se miize nékolik po sobé& jdoucich samostatnych vzpominek slozit
a spolecné dohromady vytvofit uceleny obraz celé prozité epizody naseho zivota (Tulving,
2002) a polozit tak zéklady pro komplexni epizodickou vzpominku. Epizodick4 vzpominka poji
informace o tom, co se stalo, s tim kde, kdy a za jakych okolnosti se to stalo. Dilezité pro
epizodickou pamét’ je i to, ze musi ukladat vzpominky, 1 kdyz ¢lovék neni pfedem upozornén
na dilezitost prozivané udalosti a to, Ze v budoucnu bude vzpominku pottebovat. Timto
predpokladem je schopnost tzv. incidentalniho u¢eni (Craik & Tulving, 1975). Tyto a také dalsi
aspekty epizodické paméti je ale potfeba umét experimentalné testovat nejen u lidi, ale také u
zvitat.

Postupem casu se predstava o lidské schopnosti epizodické paméti presouva 1 do svéta
ostatnich zivoc€ichli a hromadi se dliikazy o podobné schopnosti u zvifat, ktera si jsou také casto
schopna pamatovat detaily o tom, co, kde a kdy se néco stalo (Clayton & Dickinson, 1998), byt
védomad komponenta epizodické paméti je zde zjasnych divodi lidskému zkoumani
nepfistupnd. Mnozi se tak védecké prace zalozené na behavioralnim testovani zvirat, které stale
oteviraji otazku existence epizodické paméti nebo jeji obdoby u zvifat. Takové testovani zvitat
je vsak Casto zalozené na dlouhém tréninku, velkém mnozstvi vystaveni dané situaci, nebo
napftiklad pracuji s bud’ naprosto ptirozenymi schopnostmi daného druhu, které uZ mohou byt
dany viceméné geneticky. V realném zivoté zvifat, potazmo ani ¢lovéka, vSak k obdobnym
situacim prakticky nedochazi. Naopak, velmi Casto je nezbytné si pamatovat i naprosto unikatni
udalosti, na které zvite neni predem nijak pfipraveno. Nejenze se z prozité udalosti miize poucit,
ale nebude piisté v pfipad¢ potieby odkazano pouze na své vrozené chovani a nahodu.

Modelovat piirozené prostiedi zvifat a realistické situace, které by byly zéaroven
dostatecné kontrolovatelné a které by bylo mozné vyuzit pro vyzkum, je slozité. I kdyZ neni
ucelné vyuzivat pro zvife vrozeného chovani pro konkrétni situace, je tteba zachovavat urcitou
podobnost s moznymi pfirozenymi situacemi. Pravé na né je zvife dlouhodobé evolu¢né
piipravovano a ma tak vrozené urcité vzorce chovani, které je lepsi ve vyzkumu vyuzivat nez
jit proti nim. Takové experimenty jsou méné zatizeny moznymi artefakty vyvstavajicich
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z neptirozeného prostiedi a je mozné je vyuzivat pro ziskdvani hlubSich poznatkd fungovani
paméti. Se spravnymi ndstroji je mozné lépe proniknout do podstaty studovaného jevu a
snadnéji odhalit neurdlni substraty epizodické paméti a jeji mechanismus fungovani.
V soucasnosti jsou vSak moznosti studia epizodické paméti u zvitat (i u lidi) velmi omezené.
Hlavnim cilem této prace bylo vyvinout tlohu, ktera pomuize objasnéni neurobiologickych
podkladt jednordzového asociativniho uceni.

Védci v minulosti ukazali, ze velmi dilezitou mozkovou strukturou pro epizodickou
pamét’ u lidi a jeji obdobu u zvifat je hipokampus (Allen & Fortin, 2013; Moscovitch et al.,
2016). I kdyz je vyzkum prevazné zaméfen na pln¢ maturovanou hipokampalni tkan, soucasti
diskuzi jsou také nove¢ dozravajici bunky v gyrus dentatus (Fang et al., 2018). I kdyz existuji
studie naznacujici roli téchto novych neuronii v kddovani prostorovych vzpominek (Gu et al.,
2012; Martinez-Canabal et al., 2013), je mozné, Ze se jedna spiSe o vliv chovani nez
specifickych udélosti a kontextti (Erwin et al., 2020). Pro plné pochopeni mechanismu kédovani
epizodickych vzpominek je proto potieba porozumét i funkci neuronii, které¢ v hipokampu
vznikaji v dospélosti. V neposledni fad¢ je dulezité pochopit, které aspekty ovliviiuji miru
adultni neurogeneze, a proto se tato prace zaméfuje také na vliv hypertenze na miru neurogeneze

v dospélosti.
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1.1 Epizodicka Pamét

Pro vyvoj ¢loveka stejné jako vSech dalSich zivocisSnych druhti na nasi Zemi je pamét’ jednou
situacich s ohledem na nasi historii. Mlizeme se poucit z diivéjSich chyb nebo ptedavat
zkuSenosti dalSim generacim. Pamét’ rozdélujeme na nedeklarativni (implicitni) a deklarativni
(explicitni) (Tulving, 1985). Nedeklarativni pamét’ je pamét vyjadiovana pouze urcitou ¢innosti
nebo vykonem, ktery neni potieba si védomé vybavovat. Obsah deklarativni pamét'ové stopy je
pro ¢lovéka mozné popsat nebo vypoveédét verbalné. Jde prevazné o pamatovani si faktl
(sémantickd pamét) a udalosti (epizodickd pamét’), jejichz obraz si lze védomé nebo také
podvédomé mentaln¢ predstavit.

kontextu, ve kterém se staly (Baddeley, 2001). Nejde pouze o samotné zapamatovani prozité
udalosti, ale také o moZnost jejich zpétného prozivani. Pomoci minulych zku$enosti organismus
muze planovat mozné budouci scénaie a mit tak vyhodu pti ocekavani riznych situaci (Tulving,
1985). Takto slozity systém je ale nachylny na rizné poskozeni a jiz relativné mirné naruSeni
muze mit zdsadni vliv na kvalitu Zivota jedince. Z tohoto diivodu je plné pochopeni fungovani
systému epizodické paméti diilezité pro nasledny vyvoj efektivnéjsi 1€cby u poruch, u kterych
je epizodickd pamét’ narusena.

Velmi rozséhle predstavil koncept epizodické paméti Endel Tulving, ktery ve své praci
detailné diskutuje rozdily sémantické a epizodické paméti v n¢kolika stanovenych parametrech.
Jde pfedevSim o vlastni povahu pamatovanych informaci nebo podminky za kterych dochazi
k vybaveni pamétové stopy nebo mozné vyuziti vzpominek ziskanych danym typem paméti a
dalsi (Tulving, 1985). Zkoumani takovych detailnich aspektti paméti je uizce spojeno s lidskou
schopnosti verbalniho vyjadfovani, kterd nelze vyuzit u animalnich modelii. Naopak v otdzkach
neurdlniho substratu epizodické paméti pfindseji animalni modely vyhodu moZného vyuziti

invazivngjSich vyzkumnych technik, které nelze vyuzit v klinickych studiich.

1.1.1 Maji zvirata epizodickou pamét’?

Pro plné pochopeni komplexniho systému, jakym je epizodicka pamét’, je dilezité mit adekvatni
nastroje pro jeho studium. V oblasti huméanni védy jsou moznosti omezené, a proto je vyuZziti

animalnich modeld velkym piinosem. Z tohoto divodu se jiz dlouhou dobu vedou diskuse o
12



tom, zda viibec u zvirat episodicka pamét’ ¢i adekvatni homologicky systém paméti existuje ¢i
nikoliv. Zasadnimi charakteristikami epizodické paméti jsou podle Tulvinga (1985) obsah
vzpominky (musi obsahovat co, kdy a kde se stalo), schopnost mentalniho cestovani v case,
pocit uvédoméni si sama sebe nebo tzv. autonoetické védomi, tedy uvédomeéni si sebe v minulé
udalosti béhem vzpominani. Ale protoze jsou tyto specifické vlastnosti ziejmé jedinecné jen pro
Cloveka, zastaval Tulving ndzor, ze epizodickou pamét’ zvifata mit nemohou (Tulving, 1985,
2002; Tulving & Markowitsch, 1998). Podle nékterych oponentli neni ale naSe neschopnost
takové aspekty testovat ani jejich pfipadnd neexistence divodem k zavéru, Ze zvifata
epizodickou pamét’ nebo jeji obdobu vibec nemaji (Morris, 2001; Tulving & Markowitsch,
1998).

I kdyZ jsou pro nas Tulvingem navrzené aspekty prozivani vybavovani si vzpominek u
zvitat nepfipustné, miizeme sledovat alesponi behavioralni projevy vybaveni si vzpominky.
Clayton s kolegy (2003) pfisla s behavioralnimi kritérii pro hodnoceni paméti zvifat podobné
epizodické (episodic-like memory) na zdkladé svych predchozich experimentli, ve kterych
poprvé ukazala, Zze zvifata takového konceptu podobného episodické paméti jsou schopna.
Tento velmi znamy piiklad paméti podobné epizodické u zvifat ukazuje sojky kiovinné
(Aphelocoma coerulescens), které se dokazi pii hledani své schované potravy orientovat v tom,
kdy v minulosti si schovaly dva druhy potravy liSici se chutnosti a trvanlivosti (Clayton &
Dickinson, 1998). Tyto i1 nasledujici experimenty se sojkami (Clayton et al., 2001), ale pozdé&ji
také se strakami (Zinkivskay et al., 2009) nebo sykorkami (Feeney et al., 2009) prokazaly, ze
zvitata dokdzou zpracovavat v paméti informace o tom co, kde a kdy se stalo. V rdmci diskuze
se ale objevili odptrci téchto zavérd, ktefi vysvétluji chovani sojek vyuZivanim jinych
mentalnich procest (Dere et al., 2006; Jeffery & O’'Keefe, 1998).

V névaznosti na tyto prvotni pokusy episodické paméti u ptaka se zacaly objevovat dalsi
obdobné prace a v soucasnosti jiz existuje mnoho studii podporujicich pritomnost episodické
paméti nebo ji podobného systému u raznych zZivoc¢iSnych druhti jako jsou naptiklad hlodavci
(Babb & Crystal, 2006; Zhou & Crystal, 2009), psi (Fugazza et al., 2016), primati (Hoffman et
al., 2009; Martin-Ordas et al., 2010) nebo delfini (Davies et al., 2022). I ptes velké mnozstvi
téchto dat je ale stale otazkou, do jaké miry mize byt toto chovani povazovano za adekvatni
odraz epizodické paméti podobné té u lidi (Babb & Crystal, 2006; Suddendorf et al., 2009).

Kwvtli stale probihajicim diskuzim na toto téma se u zvitat pro lepsi orientaci ustalil pojem
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navrhnuty Claytonovou: ,pamét’ podobna epizodické’, poptipadé ,pamét’ co, kde, kdy* (Clayton
& Dickinson, 1998).

1.1.2 Neuronalni substraty epizodické paméti u lidi

I kdyz je studium fungovani lidského mozku omezeno na izkou skélu pouzitelnych metod, jsou
ziskana data velmi diileZitou oporou pro dopliiyjici animalni vyzkum. Jednou cestou miize byt
nevyhnutelny a v rizné mife invazivni zakrok v oblasti centralniho nervového systému pacienta
jako nejzazsi zptisob 1€by velmi vaznych stavl. Pi takovém zékroku muze dojit k poSkozeni
riznych systému a struktur, a tak se vzapéti mohou vyskytnout neptfedpokladané zmény
kognitivnich funkci jako jsou napftiklad poruchy epizodické paméti (Gabrieli, 1998; Scoville &
Milner, 1957). Klinické studie pracujici s vysledky chirurgickych zakrokt jsou ale specificky
zavislé na klinickém stavu pacienta, cilové oblasti a vysledném poSkozeni tkdn¢ a takové
vysledky nejsou snadno porovnatelné a spolecné interpretovatelné. Piistupnéjsi moznosti jsou
funkéni neurozobrazovaci techniky, které ndm umoznuji specificky zobrazovat pravé aktivni
oblasti mozku napftiklad na zdkladé zmény metabolismu nebo prutoku krve oblasti, jako napf.
metody fMRI nebo PET (Gabrieli, 1998; Rugg et al., 2002). Tyto metody jsou neinvazivni a
mohou je podstoupit jak zdravi jedinci, tak rizné se 1é¢ici pacienti. Velkou vyhodou
zobrazovacich metod je moZnost komunikace s testovanou osobou a sledovani stavu
mozkovych struktur v redlném case béhem soucasného provadéni kognitivnich testi.

Stejn¢ jako samotnd pamét, je také epizodickd pamét ¢lovéka spojovana predevsim
s hipokampem. Poskozeni paméti byva jednim z hlavnich symptomt poskozeni hipokampu
(Kolb & Whishaw, 2009). Prostorova slozka epizodické paméti je pfipisovana tzv. neuronim
mista a jejich roli v orientaci a navigaci v prostfedi (O 'Keefe & Dostrovsky, 1971). Diky témto
specializovanym buiikam je hipokampus schopen zpracovavat vnéjsi orientacni body, vytvaret
tak mentalni mapy okolniho prosttedi a také ukladat prostorovy kontext prozitych udalosti (viz
dale Teorie kognitivniho mapovani). V oblastech CA1 a CA3 hipokampu byly nalezeny také
dalsi neurony, bunky casu (time cells) (Salz et al., 2016), kter¢ koduji casovy kontext (Chao et
al., 2020) a dotvaii tak ucelenou jedineCnou vzpominku. Pravé specificka kombinace ¢asového
a prostorového kontextu dé€la z prozité udalosti konkrétni epizodu z nasi minulosti, ktera je

ukladéana spolecné s dal§imi faktickymi tidaji jako celek pomoci epizodické paméti.
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Velmi blizkou strukturou je amygdala, ktera udava lidské paméti jeji emocni slozku
(Phelps & Anderson, 1997). Ukézalo se, ze se oblast amygdaly aktivuje béhem
autobiografického vzpominani (Fink et al., 1996). Takto je nejen svym ulozenim v medidlnim
temporalnim kortexu ale i funkéné velmi blizka pravé hipokampu, a proto neni vyjimkou, ze
chirurgicky zékrok ovlivni obé¢ tyto struktury (Scoville & Milner, 1957) a jejich piesné role ve
zpracovani vzpominek je pak u lidi slozité definovat.

Dalsi ze studovanych struktur s ohledem na epizodickou pamét’ ¢lovéka je diencefalon.
Ukazalo se, ze talamicka jadra (Koenig et al., 2019; Wolff et al., 2008) a mamildrni téliska
(Tsivilis et al., 2008) jsou dilezitd pro ukladani a vybaveni si epizodické vzpominky. Anteriorni
talamickd jadra jsou dulezita pro selekci adekvatnich stimuli a spravné strategie ukladani
epizodickych pamétovych stop, zatimco medidlni dorzalni talamické jadro pomaha urcovat
strategii vybaveni si vzpominky (Van Der Werf et al., 2003). Atrofie talamu u pacientl trpicich
roztrousenou skler6zou silné narusuje epizodickou pamét’ a dalsi kognitivni funkce (Benedict
et al., 2013; Dineen et al., 2012). PoSkozeni mamilarnich télisek bylo jiz diive asociovano
s amnézii (Kopelman et al., 2007; Vann & Aggleton, 2004). Stejné tak u pacientl s cystami
v této oblasti se objevila korelace mezi objemem mamilarnich télisek a vykonem v pamét'ovych
testech (Tsivilis et al., 2008).

Také struktury mozkové klry jako prefrontalni (Chao et al., 2020) a parietalni kortex
(Rugg & King, 2018) se podileji na epizodické paméti. V téchto strukturach se Casto objevuje
velmi silnd lateralizace, tedy rozdily v jedné struktufe levé a pravé mozkové hemisféry.
Naptiklad fMRI u zdravych dobrovolnikli ukézala na silngj$i aktivaci levého prefrontalniho
kortexu béhem epizodického vzpominani oproti aktivité¢ v pravé hemisfére, ktera je ale spise
spojena s povédomosti nez s klasickym pamatovanim (Henson et al., 1999). Podle dal$ich zprav
se ale do zpracovani epizodickych vzpominek u lidi zapojuje také naptiklad posteriorni

temporalni kira (Kapur et al., 1992).

1.1.2.1 Animalni modely paméti podobné epizodické u zvitat

Zviteci modely umoziuji mnohem detailnéjsi pohled na neuronalni fungovani béhem rtiznych
mentalnich procest a behavioralnich uloh. Pro testovani paméti podobné té epizodické u zvirat
jsou pouzivany rozlicné behavioralni tlohy. Jak bylo feceno dfive, prvni behavioralni testy na
tento typ paméti byly zaloZeny na zakladnich aspektech co, kde a kdy u sojek (Clayton &
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Dickinson, 1998) a piirozen¢ vyuziva vrozené¢ho potravniho chovani zvitete. Toto chovani je
zavislé na hipokampu, ktery predstavuje zéklad pro vniméni prostoru u ptaka s timto potravnim
chovanim (Payne et al., 2020), i kdyz naptiklad asociace s relativni velikosti hipokampu nebo
poctem neurond hipokampu a silou tohoto chovani nebyly prokdzany (K. L. Gould et al., 2013).

Existuji ale 1 dal$i komplexni Glohy odkazané na dlouhy trénink a opakovand sezeni,
jako naptiklad tlohy rozpoznavani pachii (Fortin et al., 2004; Galizio et al., 2023; Uchida &
Mainen, 2003). Bylo publikovano mnozstvi takovych uloh, ty se vSak mezi sebou cCasto lisi
pouze v aspektech designu. Ve vétSin€ piipadl jsou zvifata ucena asociovat si rizné viné
s odménami v daném potadi (Ergorul & Eichenbaum, 2004; Panoz-Brown et al., 2018). Bylo
ukazano, ze tyto ulohy jsou zavislé na spravné funkci hipokampu (Panoz-Brown et al., 2018).
Nicméné v tak komplexnich tlohdch neni vylouceno, ze zvifata vyuzivaji 1 dalsi kognitivni
funkce kromé epizodické paméti (napt. familidrnost, (Griffiths & Clayton, 2001; Panoz-Brown
et al.,, 2018). Vysledna data tak mohou byt ovlivnéna neocekdvanym mentadlnim procesem
vedoucim k odli$né strategii feseni tikolu.

Dalsimi pouzivanymi testy vyzadujicimi urcity trénink mize byt tzv. trace conditioning
nebo delay conditioning (Ivkovich & Stanton, 2001; Lugo et al., 2014; Sellami et al., 2017).
Tyto asociacni ulohy jsou zalozeny na vystaveni zvifete podminénému stimulu (CS, napf.
zvukovému nebo svételnému), po kterém nasleduje nepodminény stimulus (US, napf. elektricka
ranka nebo fouknuti do oka). V ptipad¢€ ulohy trace conditioning je mezi obéma stimuly pauza
(tzv. trace interval) a jsou tak kompletné¢ oddé€leny. V Uloze delay conditioning ale zac¢ina US
jesté béhem pretrvavajiciho CS a oba stimuly bud’ konéi ve stejny moment, nebo US jesté
n¢jakou dobu pietrvava po ukonceni CS. Pti testovacim sezeni se pak sleduje reakce zvifete na
samotny US (Curzon et al., 2009). Ackoliv je pro oba typy podmiiiovani nezbytna oblast
mozeCku (Halverson et al., 2018), oblasti prefrontalni kiry (L. Q. Zhang et al., 2019) a
hipokampu (Sharma et al., 2018) jsou dulezité¢ pro trace conditioning ale né¢ pro delay
conditioning (Christian & Thompson, 2003).

V pfirozenych podminkéch zvifata vétSinou nemaji moznost opakované prozivat danou
situaci, aby se ji mohli bezpe¢né naucit. Aby bylo mozné testovat pro zvifata vice pfirozené
situace, je tfeba pracovat také s behavioralnimi ilohami zalozenymi na jednorazovém vystaveni
danému ukolu, ktery se zvifata musi naucit. Navic jednim z piedpokladii episodické paméti u
clovéka je schopnost incidentalniho uceni (Zentall et al., 2008; Zhou et al., 2012). Tedy

koédovani vzpominek na udalosti bez predchoziho upozornéni na dilezitost nastavajici udalosti
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(Zentall et al., 2008). Opakovana sezeni v klasickych ulohach ale muze vytvaret urcité
ocekavani budouciho ukolu ¢imz rozhodné nespliuji charakteristiku incidentalniho uceni.

I kdyz maji behaviorélni tlohy s dlouhym pfipravnym tréninkem svoji dtlezitou funkci
pii ziskavani poznatkli o mechanismu fungovani paméti podobné té epizodické u zvitat, uceni
a pamét’ v testech na jediny pokus predstavuji jedinecny nastroj studia pro zvifata mnohem
prirozeng€jSich situaci. Neni ale jednoduché vytvotit takovy design ulohy, aby odrazel potieby
epizodického pamatovani, v pribéhu mnoha let vyzkumu se tak objevilo jen relativné malo
takovych experiment. Krom¢& netradi¢nich Gloh pro testovani goril (Schwartz et al., 2002) a
delfint (Davies et al., 2022) byly publikovany také prace s novymi behavioralnimi ulohami pro
hlodavce (Bast et al., 2005; Dere et al., 2005; Kart-Teke et al., 2006). Dere a kolegové (2005)
vyvinuli explorativni ulohu pro mysi, kterym jsou ukdzadny dvé sady novych objektl.
V samotném testu jsou objekty promichany a umistény na nové pozice a hodnoceno je
explorativni chovéni zvitat. Reseni této tlohy je tedy zavislé na zapamatovani si co, kde a kdy
aspektl (Dere et al., 2005). Dalsi ulohou je alocentrické hledani odmény, ktera je sice vyvinuta
jako uloha na jeden pokus, ale zato splnéni ¢asového atributu z preferovaného systému co, kde

a kdy je diskutabilni (Bast et al., 2005).
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1.2 Hipokampus

Hipokampus je protdhla parova mozkova struktura uloZzena pod neokortexem v medidlni ¢asti
spankového laloku. Diky svému tvaru a zakiiveni pfipomina lidsky hipokampus moiského
konika podle jehoz latinského nazvu byla cela tato struktura pojmenovana.

Funk¢éni soucésti hipokampu jsou subikulum, presubikulum, parasubikulum a
entorhinalni ktira, které spolu tvoii tzv. hipokampalni formaci (Anand & Dhikav, 2012;
Andersen, Morris, Amaral, & Bliss, 2007). Tento soubor struktur je propojen s amygdalou,
mamilarnimi télisky, nucleus accumbens, nebo gyrus cinguli. Hipokampalni formace a
asociované struktury maji dilezity vyznam pro pamét, motivaci, naladu a vnimani bolesti.
Spolecné se tento komplex struktur oznacuje jako limbicky systém (Lovblad et al., 2014).

Bunéénou organizaci je hipokampus podobny klasickym korovym strukturdm
(neokortex), ale svym vnitinim propojenim a pfevazné jednosmérnym tokem informaci je
hipokampus naprosto unikatni. Toto unikatni uzpisobeni hipokampu je evolu¢né konzervovéano

(Andersen et al., 2007; Clark & Squire, 2013).

1.2.1 Anatomie

Hipokampus se sklada z cornu ammonis (CA) a gyrus dentatus (DG). Kazdou z jednotlivych
casti cornu ammonis: CA1, CA2, CA3 (Lorente de No, 1934), tvoii vrstva husté nahromadénych
pyramidélnich neurontl, ktera se zanotuje do struktury gyrus dentatus. DG se sklada z bunécné
vrstvy fascia dentata a hilu, nékdy nepiesné chapaného jako CA4. Cast CAl je pies oblast
subikula propojena s entorhinalni kiirou (Anand & Dhikav, 2012) (viz Obr. €. 1). S ohledem na
rozdilnost zapojeni do neuronalnich okruhti se hipokampus u primati d€li na anteriorni a
posteriorni (Colombo et al., 1998), popt. na dorsalni a ventralni u ostatnich zivociSnych druhti
(Fanselow & Dong, 2010; Strange et al., 2014).

Hipokampalni CA ma4 strukturu podobnou archikortexu (Amaral & Witter, 1989), ktera
se déli podle rozlisitelnych vrstev na stratum oriens, stratum pyramidale a posledni dale
¢lenitelnou polymorfni vrstvu. Jedind koncentrovana bunécna vrstva v oblasti CA se nazyva
stratum pyramidale a obsahuje téla excita¢nich pyramidalnich neuronii a mnoha typt
interneuronti. Tvoii tak nejvyraznéj$i strukturu CA, kterd je z obou stran obklopena
samostatnymi vrstvami. Smérem k povrchu se naléz4 stratum oriens s tély inhibic¢nich
kosikovych a horizontalnich trilaminarnich bunc€k. Navic sem sahaji bazalni dendrity
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pyramidalnich neurond. Pod stratum pyramidale se naléza plexiformni oblast dale clenéna dle
detailnich vlastnosti prostupujicich vlaken. Tenké stratum lucidum, pies které ptichazeji signaly
z gyru dentatu pomoci tzv. mechovych vldken, lezi ptimo pod stratum pyramidale v oblasti
CA3. Naslednou vrstvou je stratum radiatum obsahujici vldkna Schafferovych kolateral
vedouci z CA3 do CAl nebo septilni a komisuralni vldkna stejné jako nékteré druhy
interneuronti. Dal§imi vrstvami stratum lacunosum a moleculare prochazi vldkna perforujici
drahy z entorhinalni ktry (viz dale). Oblast neobsahujici bunky mezi CA1 a DG se nazyva
hipokampalni sulcus nebo fisura (Andersen, Morris, Amaral, & Bliss, 2007; Insausti & Amaral,
2003).

Gyrus dentatus mé odliSnou strukturu od CA oblasti. Vn&j$i ¢ast DG tvofi tzv.
molekularni vrstva, kterd je tvofena predevsim dendrity hloubéji ulozenych granularnich bunék
a menSim mnoZstvim interneurontd. Pfes tuto vrstvu prochézi vldkna tzv. perforujici drahy (viz
dale) ptfimo ke granularnim buiikdm do granularni vrstvy (Amaral et al., 2007). Nasledna
hrani¢ni vrstva se nazyva subgranularni zona, ktera je dilezitym mistem tzv neurogeneze
v dospélosti (viz dale) (Toni & Schinder, 2016). Posledni polymorfni vrstva obsahuje kromé

mnozstvi dal§ich druhii bunék zejména mechové buiiky (Amaral et al., 2007).

Obr. 1 Piicny transverzdalni vez hipokampem potkana. Sub - subikulm, CA1-CA3 oblasti cornu Ammonis, al -
alveolus, sr - stratum radiatum, sl - stratum lacunosum, sl-m stratum lacunosum-moleculare, pcl - pyramidalni
vrstva bunék, so - stratum oriens, fi - fimbria, DG - gyrus dentatus, pl - polymorfni vrstva DG, gcl - granularni
vrstva DG, ml - molekularni vrstva DG, hf - hipokampalni fisura, para - parasubikulum, pre - presubikulum, EC -

entorhinalni kortex (upraveno dle Andersen 2007).
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1.2.1.1 Zapojeni hipokampu a jeho okruhy
1.2.1.1.1 Vstupy do hipokampu

Hlavni branou pro vstup rozliénych informaci do hipokampu je zejména II. vrstva entorhinalni
ktry (EC) (Van Strien et al., 2009). Tésn¢ pted vstupem informaci do hipokampu se stretavaji
polymodalni senzorické vstupy v entorhinalnim kortexu. Neprostorové informace pievazné
v laterdlnim EC a prostorové informace v medidlnim EC, které pak dale zpracovava
hipokampus (Van Strien et al., 2009). Krom¢ notoricky zndmych projekci z II. vrstvy EC do
DG jsou soucasti perforujici drahy i méné vyrazné drahy vedouci z dalSich korovych vrstev EC
(viz déle) (Toni & Schinder, 2016).

Velmi komplexni informace dostava hipokampus z medialniho septa (MS) (Miiller &
Remy, 2018), které obsahuje tfi hlavni bunécné populace: cholinergni, glutaméatergni a
GABAergni (Ledo et al., 2015). VSechny tyto typy bunék komunikuji lokaln¢ mezi sebou, ale
také vysilaji separatni projekce pfimo do CA1 hipokampu. Nejsilnéjsi projekce pochéazeji praveé
od cholinergnich neurontt MS a sméfuji pfimo na pyramidalni neurony CA1 (Sun et al., 2014).
Cilem glutamatergnich neuronit MS jsou pfevazn¢ inhibi¢ni (somatostatinové) interneurony ve
stratum oriens CA1l (Freund & Buzsaki, 1996; Sun et al., 2014), zatimco GABAergni bunky
cili predev§im na parvalbuminové interneurony CA1l (Sun et al., 2014). Tésné provazani
hipokampu s medialnim septem hraje vyznamnou roli v tvorbé a udrzovani rytmickych oscilaci
hipokampu, ptedevs§im v pasmu theta (Miiller & Remy, 2018; Yi et al., 2021).

Hlavnimi diencefalickymi strukturami vysilajicimi projekce do hipokampu jsou
supramamildrni jadra hypotalamu a talamické nucleus reuniens (Vertes, 2015). Supramamilarni
jadra jsou jednim z velmi silnych zdroju projekei do hipokampu a projikuji ptimo do DG (Ohara
et al., 2013) a nebo do CA2/CA3 oblasti (Vertes et al., 1999). Prakticky jedinou inervaci
z talamu do hipokampu zajiStuje nucleus reuniens, které cili ptimo do CA1 (stratum lakunosum
molekulare a molekularni vrstvy subikula (Dolleman-Van Der Weel et al., 1997; Varela et al.,
2014).

Dalsimi strukturami komunikujicimi s hipokampem jsou amygdala, locus coeruleus a
ventralni tegmentéalni oblast. Amygdala je s hipokampem velmi tizce spojena jak po funkéni
strance, tak anatomicky. Nejen Ze jeji projekce do hipokampu mifi nepiimo pies EC a
subikulum, ale podstatna ¢ast drah z basalniho jadra amygdaly vede separatné ptimo do stratum

oriens CA1 a CA3 hipokampu (Pikkarainen et al., 1999). DalSimi strukturami projikujicimi do
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hipokampu jsou napiiklad locus coeruleus mozkového kmene, jehoz projekce miti do CA3
(Wagatsuma et al., 2017), nebo z raphealnich jader mozkového kmene jak do CA1, tak do CA3
(Vertes et al., 1999). Také ventralni tegmentalni oblast sttedniho mozku posiléd rozprostfené

projekce jak do subikula, tak do riznych vrstev CA1 nebo CA3 (Gasbarri et al., 1994).

1.2.1.1.2 Vnitini hipokampalni okruh trisynaptické drahy

Vnitini hipokampélni okruh hipokampu je slozen ze tii propojenych komponent: perforujici
drahy, mechovych vldken a Schaferovych kolateral. Hlavnim vstupem do hipokampu je tzv.
perforujici drdha, kterou vedou axony z II. (minoritné také z V. a VI.) vrstvy EC do molekularni
vrstvy gyrus dentatus (Van Strien et al., 2009) a z II1. vrstvy EC ptfimo do CA3 (van Groen et
al., 2003) nebo CA1 (Anand & Dhikav, 2012; Van Strien et al., 2009). Nemyelizované axony
granularnich bunék DG tvoii tzv. mechova vldkna, ktera bud zlstavaji soucdsti DG a
v polymorfické vrstvé pomahaji vytvaret lokalni asociacni projekce nebo vedou k pyramidalnim
bunikam CA3 (Amaral et al., 2007). Z CA3 vedou ipsilateralni 1 kontralateralni projekce pomoci
tzv. Schafferovych kolaterdl do CA1l, odkud pak projekce po poslednim piepojeni opousteji
hipokampus (Amaral et al., 2007; Ishizuka et al., 1990).

Dlouhou dobu relativné opomijené oblast CA2 také dostava ptimé vstupy z EC stejné
jako nepifimé ptes DG a CA3 (Chevaleyre & Siegelbaum, 2010) nebo dodate¢né piimo z DG
(Kohara et al., 2014). Silné propojeni EC s CA2 a jejim hlavnim vystupem do CA1 (Chevaleyre
& Siegelbaum, 2010) vytvaii dal§i vnitini okruh zapojeni hipokampu fungujici paralelné
s trisynaptickou neptimou drahou (Basu & Siegelbaum, 2015).

Poslednim piepojenim trisynaptické drahy jsou silné projekce CAl sméfovany do
subikula (Cenquizca & Swanson, 2007; Naber et al., 2001) a odsud do EC, nebo existuji také
ptfimé drahy z CA1 do hlubsich vrstev EC. Informace ze subikula se dostavaji prevazné do V.
vrstvy EC (Beckstead, 1978; Cenquizca & Swanson, 2007), ktera ale jen vzacné posila zpétnou
vazbu pocatecnim vrstvam II a III, coZ ukazuje spiSe na jiné paralelni zpétnovazebné smycky

uzavirajici okruh EC-hipokampus-EC (Naber et al., 2001).

1.2.1.1.3 Vnejsi zapojeni hipokampu

Hlavnim vystupnim mistem pro projekce z hipokampu je subikulum, které pfijima projekce
hlavné z oblasti CA1 nebo piimo z EC (Naber et al., 2001). Subikulum vysila projekce vedouci
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do telencefalickych a diencefalickych casti mozku (Witter & Groenewegen, 1990). Subikulum
také projikuje do basalnich ganglii (Groenewegen, 1987) a do jader hypothalamu, kde plisobi
jako inhibitor hypothalamo-hypofyzéarni osy (Lowry, 2002).

Axondlni projekce vedouci ptimo z CA1 hipokampu do ostatnich oblasti mozku se daji
prostorové rozdé€lit do né€kolika smérl: dorzalni, ventralni, rostralni a diencefalicky. Vldkna
z dorzalni ¢asti CA1l vedou stfedné silné projekce do retrosplenialniho kortexu a castecné
zasahuji az do anteriorni cingularni ktiry (Cenquizca & Swanson, 2007; Miyashita & Rockland,
2007). Naproti tomu ventralnéjsi oblast CA1 projikuje rostralné do infralimbické a prelimbické
casti prefrontalniho kortexu (Barbaslr2 & Blatt2, 1995; Cenquizca & Swanson, 2007), nebo
sméiuje k temporalnim a parietdlnim asociacnim oblastem mozkové kliry a dale k unimodalnim
auditornim, vizualnim, somatosenzorickym, olfaktorickym i visceralnim oblastem (Cenquizca
& Swanson, 2007). Spole¢né s témito korovymi oblastmi jsou z ventralni CA1 inervovana také
jaddra amygdaly (Pitkdnen et al., 2000), insularni a orbitofrontdlni oblasti (Cenquizca &
Swanson, 2007).

Dalsi oblasti mozku, kam vedou projekce z ventralni ¢asti CAl je hypothalamus a
thalamus. Byly jiZ zmapovany projekce do n. reuniens (Vertes, 2015) a mnoha dalSich
diencephalickych jader (Cenquizca & Swanson, 2006). Pfimé hipokampalni vystupy vedou také
do striatalniho n. accumbens (Trouche et al., 2019) a medidlniho septa (Miiller & Remy, 2018;
Risold & Swanson, 1997) nebo do ventralni tegmentalni oblasti (Luo et al., 2011).

1.2.1.1.4 Hipokampalni komisury

Kromé zapojeni hipokampu mezi ostatni struktury mozku je velmi dulezitd také vzajemna
komunikace obou hipokampii pomoci ventralni a dorzalni hipokampalni komisury. Ventralni
hipokampalni komisura zprosttedkovava piimou komunikaci obou hipokampl. Je ale
zachovéna hlavné u hlodavcti, kde tvofi silny svazek vlaken vystupujicich z celé podélné osy
hipokampu. U primatt ale ventralni komisura spojuje jen anteriorni ¢asti hipokampti a u ¢lovéka
dokonce upln€ mizi (Postans et al., 2020). Dorzalni hipokampélni komisura propojuje oba
hipokampy jen nepiimo ptes oblasti EC, presubikula a parahipokampélni kiry. Drdha vede
spole¢né s vlakny fornixu medialné pod corpus callosum, kde se vlakna z obou hipokampt kiizi

a sméfuji zrcadlové zpét do kontralateralniho hipokampu (Catani et al., 2013; Postans et al.,
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2020). Dorsalni komisura je u ¢lovéka velmi dobife vyvinuta a stejn€ jako u primati je velmi

silnym traktem propojujicim oba hipokampy (Gloor, 1993).

1.2.2 Funkce hipokampu a hipokampalni formace

Hipokampus je spojovan s mnoha funkcemi. Tradicné byval nespravné davan do souvislosti
s ¢ichem (Khamsi, 2022) nebo behaviordlni inhibici (Nadel et al., 1975). Dnes se nejvice
uvazuje o spojeni s ucenim a paméti (Squire, 1992). Konkrétn¢ je hipokampus spojovan
s epizodickou paméti obsahujici komplexni informace o pribéhu udalosti (Stella et al., 2012).
Kromé¢ toho je hipokampus velmi dilezitou soucasti systému prostorové navigace a naseho
vnimani okolniho prostfedi (O’keefe et al., 1975). Dalsi funkci, se kterou byva hipokampus
spojovan, je naptiklad schopnost tzv. kognitivni flexibility (Rubin et al., 2014; Xiong et al.,
2019).

1.2.2.1 Role hipokampu ve zpracovani paméti

Zitejmé nejvice zkoumanou funkci hipokampu je praveé jeho role v paméti. I kdyz prvni zminky
o studiu paméti sahaji az do devatenactého stoleti (podrobnéji viz (Dickerson & Eichenbaum,
2010)), koncept propojeni paméti s oblasti hipokampu se rozsitil az v Sedesatych letech 20.
stoleti na zéklad¢ popisu klinickych ptipadi n¢kolika pacientl s velmi zavaznymi zachvaty
nebo psychotickymi stavy. Chronicky zndmy piipad Henryho Molaisona (znamého jako pacient
H.M.) nebyl jedinym takovym piipadem (Dickerson & Eichenbaum, 2010; Scoville & Milner,
1957). Po vyzkouSeni vSech jinych konzervativnéjSich metod 1écby bylo u téchto pacientil
potieba piistoupit k radikalnéj$i moZznosti, a to resekci medialniho temporéalniho laloku mozku.
Nezavisle na mife uspésnosti takovych operaci v feSeni zdravotniho stavu pacientli, pokud byl
chirurgicky zakrok proveden oboustranné a zasahoval do vétsi ¢asti hipokampu, nésledovala
ztrata paméti. Vaznost naruseni paméti byla zavisla na mife poSkozeni hipokampu a zpiisobila
¢astecnou retrogradni a ve vaznych piipadech i anterogradni amnézii (Scoville & Milner, 1957).
Po téchto prvnich klinickych studiich bylo jasné, Ze hipokampus je zfejmé pro pamét’ zasadni,
a proto se ve velmi kratké dobé objevil nespocet dalSich praci zaméfeny na ulohu hipokampu v

paméti.
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1.2.2.1.1 Teorie fungovani pameéti

V soucasnosti neni objasnéno, jak hipokampus zprosttedkovava schopnost pamatovat si, ulozit
a znovu si vybavit vzpominky a informace. Existuje vSak nékolik hypotéz, jak by mohl
hipokampus fungovat. Velmi dilezitym poznatkem, o ktery se opird vétSina hypotéz, je Casové
odstupniovana retrogradni ztrata paméti. Coz znamena, ze nove¢jsi vzpominky byvaji postizeny
amnézii mnohem zavaznéji nez ty starSi (Ribot, 1891). I pres rozdily se jednotlivé modely
fungovani pamétového systému v mozku navzajem nevylucuji a, jak ukazuje soucasna
literatura, nékdy se mohou navzijem podporovat a spole¢né poskytnout mozné vysvétleni
pozorovanych jevi.

VétSina hypotéz funkce hipokampu v otazce paméti pracuje s predpokladem tzv.
autoasociativniho ulozeni vzpominek v oblasti CA3 (Hopfield, 1982; Willshaw et al., 1969).
Jednotkami pamétové stopy jsou neurony, jejichz synaptickd vazba se navzijem posiluje.
Autoasociativnim aspektem je moznost vybaveni si kompletni pamétové stopy na zékladé
pfitomnosti pouze nékteré z jejich komponent (Kohonen, 1978). Specificka lokalizace této
funkce byla pfisouzena oblasti CA3 nejen diky silnému synaptickému propojeni s mnoha
dalSimi bunikami hipokampu, ale také kviili siti zpétnovazebnych propojeni v ramci CA3.

Dalsi dulezitou charakteristikou bunék CA3 je schopnost na aktivit¢ zavislého
posilovani vzajemnych synapsi (Lisman, 1999). Bylo objeveno, Ze opakovanou stimulaci bunék
dochazi k dlouhodobé potenciaci (LTP) aktivnich synapsi, coz vede k G€innéjSimu
synaptickému pfenosu a zvySeni excitability bun€k (Bliss & Lemo, 1973). A 1 kdyz se jiz ddvno
ukdazalo, ze k LTP mize dochézet na synapsich riznych mozkovych oblasti i mimo hipokampus
(Di Lorenzo et al., 2019; Rioult-Pedotti et al., 2000), predpoklada se, ze synapticka plasticita
v ramci hipokampalni formace je dilezitym mechanismem udrzeni si vzpominek (Lamprecht &
LeDoux, 2004; Martin et al., 2000). Kromé& toho se vSak v posledni dobé& zacinaji hromadit
poznatky o dllezitosti epigenetickych modifikaci histonti a DNA (Duke et al., n.d.; Monsey et
al., 2011) v riznych oblastech hipokampalni formace nebo dokonce o mezibunééném piesunu
RNA molekul (Ashley et al., 2018; Pastuzyn et al., 2018), které by spolecné se synaptickou
plasticitou mohly mit vliv na konsolidaci vzpominek (Abraham et al., 2019).

Prvni z hypotéz fungovani paméti, Standardni model systémové konsolidace (Standard
Model of Systems Consolidation) (Marr, 1970) pracuje s predpokladem, Ze pamétova stopa je

kodovana jak v hipokampu, tak v korovych oblastech mozku. Hipokampus je dilezity ptevazné
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v pocatecni fazi kodovani (Marr, 1971) a v priab&hu Casu se posiluji propojeni mezi jednotlivymi
elementy korové pamétové stopy. Jakmile jsou tyto asociace utvorené, pametova stopa je
konsolidovana (uloZena z kratkodobé na dlouhodobou) v mozkové kiife (Marr, 1970) a role
hipokampu nenti jiz déle tieba. A podle této teorie neni hipokampus dale potfeba ani pro zpétné
vybaveni star§ich pln€ konsolidovanych vzpominek (Squire & Alvarez, 1995). Dosud ale neni
znamo, jak presné by mélo dojit k tomuto ,,pienosu* vzpominek z hipokampu do kortexu a
¢asovou osu mizeme odhadovat pouze velmi orientacné ze studii retrogradni amnézie, které ale
popisuji poskozeni hipokampu zpiisobujici ztrdtu vzpominek starych i fadu let (Squire &
Alvarez, 1995).

Teorie indexu (Indexing theory) byla konceptualizovana Teylerem a DiScennou (1986)
a pracuje s poznatky o multisynaptickém obousmérném propojeni hipokampu se senzorickymi
a asociacnimi korovymi oblastmi mozku. Konkrétni vzorec aktivity v korovych strukturach se
podle této teorie promitd do odpovidajiciho vzorce aktivity v hipokampu (index). Nasledna
aktivace ,,indexu* posiluje obousmérna spojeni s kortexem. V piipadé pristiho vystaveni ¢asti
znamého stimulu se aktivuje kompletni index v hipokampu, ktery nasledné v kortexu
rekonstruuje celou reprezentaci difive uloZzené vzpominky. Toto obnoveni dfive ulozeného
vzpominek (Tanaka & McHugh, 2018; T. J. Teyler & Rudy, 2007).

Teorie vicendsobnych stop (Multiple trace theory) (Nadel & Moscovitcht, 1997) stejné
jako pfedchozi teorie uznava uzkou spolupraci hipokampu s korovymi oblastmi. Cast pamétové
stopy vazana na mozkovou kliru obsahuje sémantickou ¢ast vzpominky, ke které je hipokampem
doplnén prostorovy a frontalnim kortexem Casovy kontext a spole¢né tak vytvareji epizodickou
vzpominku (Schacter, 1987; Tulving et al., 1988). Nové hipokampalni okruhy ale kéduji take
kontext, kterym je provazeno kazdé dalsi vybaveni si jiZ zapamatované vzpominky, a vytvaii
tak pokazdé novou distribuovanou pamét'ovou stopu. Dalsi takovou lehce ,,upravenou‘ kopii se
jen posiluje jeji fakticka slozka koédovand mozkovou klrou az se zni stdvd nezavisly
pamatovany fakt. Kontextova slozka je pokazdé pozménéna a ulozena v hipokampu znovu.
V hipokampu se tak hromadi mnozstvi podobnych vzpominek rtizného staii. Pti poskozeni
hipokampu jsou tedy pravdépodobnéji zasazeny hlavné novéjsi stopy, jichz je v hipokampu
mensi pocet kopii, a u starSich vzpominek je mnohem vyssi Sance zachovani alespoii nékterych

verzi (Tulving & Markowitsch, 1998).
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Teorie konkurenénich stop (Competitive trace theory) (Yassa & Reagh, 2013) pracuje
predevsim s roli hipokampu pii vybavovani si episodickych vzpominek. Podle této teorie, pti
tomto procesu hipokampus rekonstruuje vzpominku pomoci piekryvajicich se jednoduchych
pamétovych stop, které spoleéné¢ udavaji episodicky kontext vzpominky, tzv. je
rekontextualizuje. Cim jsou vzpominky starsi tim vice ¢astené prekryvajici se stopy kompetuji
s nov¢jSimi a tim se kontext star§i vzpominky postupné vytraci a postupné se meéni v Ciste
sémantické. Ulozeni takto ,,0sekanych® sémantickych vzpominek neni jiz déle funkci
hipokampu, ale pfechédzi na neokortex. Posilovani vzpominek béhem konsolidace tak vede

k lep$imu pamatovani faktii na kor kontextudlnich detailt (Yassa & Reagh, 2013).

1.2.2.2 Role hipokampu v prostorové navigaci

Na zaklad¢ jiz diivéjsich poznatkii vychazejicich z behavioralniho testovani zvirat, navrhl E.C.
Tolman (1948) koncept prostorové navigace zprostiedkované vnitinimi kognitivnimi mapami.
Kognitivni mapy by mély slouzit jako mentalni reprezentace okolniho prostfedi a na zéklad¢
prostorovych vztahli rGznych orienta¢nich bodi by mély napoméhat spravné allocentrické
orientaci v prostoru, tedy orientaci bez ohledu na soucasnou polohu téla nebo jeho dosavadni
pohyb a trajektorii (Tolman, 1948).

Studium této teorie se ale rozsifilo az po pfevratném objevu specifickych neuront
v hipokampu, konkrétné v oblasti CA1 a DG, jejichz aktivita se vztahovala ke konkrétnimu
mistu v prostfedi. Tyto neurony byly nazvany ,,place cells, tedy neurony mista (O'Keefe &
Dostrovsky, 1971). Ukézalo se, ze neuron mista mé jasné dané receptivni pole, které svoji
aktivitou odpovidd pouze na navstiveni specifického mista prostiedi zvifete (O’keefe, 1976;
O’keefe et al., 1975). Kazda buiikka pak reaguje na odliSné pozice zvifete a spolecné tak
pfedstavuji vnitini reprezentaci okolniho prostfedi v mozku: tedy vytvafi vnitini mapu prostiedi
vztazenou k aktudlni pozici jedince (O’keefe, 1976; O’keefe et al., 1975). Spojeni téchto
OKeefe a Nadela, podle které¢ jsou pravé neurony mista zakladnimi stavebnimi kameny
mentéalnich (allocentrickych) kognitivnich map vné&jSiho prostiedi, coz déla z hipokampu

strukturu naprosto nepostradatelnou pro schopnost prostorové navigace a reprezentace nejen

26



okolniho prostoru ale také riznych udalosti nebo zazitkli spojenych s prostorem (O’Keefe &
Nadel, 1978).

Pro detailni studium navigace a orientace v prostoru bylo nésledné pouzito mnoho
ruznych behaviordlnich tloh a invazivnich zasahi do fungovani hipokampu. Podle teorie
kognitivniho mapovani by mélo naruseni funkce hipokampu, neuronti mista nebo jejich projekci
zhorsit prostorovou navigaci, ale ne vzdy se ukazaly vysledky podobnych studii jednozna¢né
(ptehledné v (Best & White, 1999). Také bylo publikovano nepieberné mnozstvi studii za
ucelem uplného pochopeni fungovani jak neuronti mista, tak mnoha dalSich nésledné
objevenych typt hipokampalnich buné¢k, jako naptiklad buniky sméru hlavy (head direction
cells) nebo mtizkové bunky (grid cells) (Gerlei et al., 2020; Grieves et al., 2022). Tyto dalsi
druhy buné¢k ale postupné odvracely pozornost od hipokampu ke korovym oblastem, jako
napiiklad entorhinadlnimu kortexu, které by také mély mit velmi dtleZitou roli ve zpracovani
prostorovych informaci v mozku (pro piehled (Moser et al., 2017). I presto si vSak pfevratny
objev a detailni studium neuronii mista a dalSich podobnych typii bun€k zaslouZzil roku 2014
udéleni Nobelovy ceny za fyziologii a medicinu pro Johna O'Keefa, May-Britt a Edvarda I.

Moserovy.

1.2.2.3 Role hipokampu v kognitivni flexibilité

Kognitivni flexibilita ptedstavuje schopnost zménit diive vyuzivanou behavioralni nebo
mentalni reakci na optimalngji chovani pro aktualni situaci. Zijici organismy véetn& ¢lovéka
tak dokdzi adekvatné reagovat na zmény v prostfedi, bezprostiedni nebezpeci nebo naptiklad
odménu a trest v behavioralni uloze (Armbruster et al., 2012). Toto komplexni chovani zavisi
na efektivnim zapojeni riiznych mozkovych procesi, aby bylo mozné efektivné identifikovat
vyrazné zmeény v okoli, cilen¢ k t€mto zménam usmeérnit pozornost, urcit, Zze predchozi strategie
jiz neni vhodna, inhibovat pifedchozi vzorce chovani a stanovit novou strategii (Dajani & Uddin,
2015; Nilsson et al., 2015). Ackoliv je tato funkce primarné ptipisovana oblasti prefrontalniho
kortexu (Spellman et al., 2021), velmi dtleZitou roli hraje také hipokampus (Anacker & Hen,
2017). Po inaktivaci dorsalniho (Telensky et al., 2011) i ventralniho hipokampu (Torres-Berrio
et al., 2019) u potkanii se zhorSila jejich schopnost pieuceni se na nové podminky
v behavioralnich ulohéch, jejichz pivodni verzi se pfed tim zvifata naucila. Navic bylo takeé
pomoci neurozobrazovacich metod ukdzano zapojeni hipokampu do flexibilniho feSeni testli u

lidi (Monk et al., 2002; Takahashi et al., 2008).
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1.2.3 Neurogeneze v dospélém mozku

Dlouhou dobu se vétilo, ze po ukoncéeni embryonalniho vyvoje je jiz centralni nervova soustava
kompletni a Zddné nové neurony se nevyviji a nezacleniuji do stavajici nervové sité¢ (Ramon y
Cajal & May, 1928). Prvni zminky o moZzné adultni neurogenezi u potkand, tedy kontinudlniho
vyvoje novych neuronti v dospélosti, se objevily v sedmdesatych letech pti autoradiografickych
experimentech se znaenym [*H]-tymidinem. Tato molekula se inkorporuje do DNA délicich se
bunék a kromé dalSich byla jeji akumulace zjiSténa pravé v mozku potkant (Altman, 1962).
Postupem casu a s novymi metodami byly zndmky neurogeneze v dospélosti objeveny i u
dalsich druhti zivoc¢icht jako naptiklad u hmyzu (Cayre et al., 2007), plazt (Font et al., 2001),
pévct (Goldman & Nottebohm, 1983), mysi (Bordiuk et al., 2014) nebo u kosmanii (Gould et
al., 1999).

S rostoucim poctem diikazii adultni neurogeneze u Zivo€ichil se zacala postupné stacet
pozornost k ¢lovéku. Vzhledem k omezenym moznostem vyzkumu lidského mozku ale ziskana
data byla dlouho nejednoznacna. Prvni studie moZnosti existence adultni neurogeneze u lidi
ukazala inkorporaci bromodeoxyuridinu (BrdU), detekovatelného syntetického analogu
thymidinu, do bun¢k DG ve vzorcich od pacientii s rakovinou (Eriksson et al., 1998). A 1 kdyz
1 dal$imi metodami byly prokdzany znamky adultni neurogeneze u lidi, zacinaji se hromadit
také studie, ve kterych se takovych vysledkii nepodatilo doséhnout (pro piehled (Moreno-
Jiménez et al., 2021). Limitace studia adultni neurogeneze u lidi jsou dany nejen moZnym
ovlivnénim dat klinickym stavem (Parent et al., 1997), sbérem postmortem vzorkii (Moreno-
Jiménez et al., 2021), ale také napiiklad nepatrnymi odliSnostmi ve zpracovani vzorkl a
nasledné histologii (Flor-Garcia et al., 2020; Tartt et al., 2018).

Neurogenezi béhem dospélosti pozorujeme piedevsim v oblasti subventrikularni zény
(SVZ) lateralnich komor a subgranulérni zény (SGZ) hipokampalniho gyru dentatu (Alvarez-
Buylla & Lim, 2004). Krom¢ toho byly ale znamky adultni neurogeneze objeveny také ve
striatu, neokortexu nebo hypothalamu (Lorenzini et al., 2021). I kdyz se vyvoj bunék v obou
hlavnich neurogennich zonach 1isi (Doetsch et al., 1997; Toni & Schinder, 2016), v SVZ 1 SGZ
se nachazi neuralni kmenové bunky (NSCs), které mohou proliferovat a dat tak vzniknout
novym multipotentnim progenitorovym buiikdm (NPCs) (Kempermann & Gage, 1999;
Reynolds & Weiss, 1992). Tyto buniky se rychle d€li a vytvareji migrace schopné neuroblasty,
ze kterych se mohou vyvinout neurony (Alvarez-Buylla & Lim, 2004).
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Neurogenni nika subventrikularni zoény je zdrojem novych neuront, které migruji
piedevsim do ¢ichového laloku (Akter et al., 2021) nebo do neokortexu (Magavi et al., 2000).
Nové maturujici neurony ze subgranuldrni zony migruji do sousedni granularni vrstvy a
zustavaji ulozené v gyrus dentatus, kde jsou integrovany do stavajici sit€¢ granularnich bun¢k
(Brandt et al., 2003). Nové granularni buitky DG ziejmé maji roli v zakladnich hipokampalnich

funkcich jako jsou uceni a pamét’, véetné té epizodické (Leuner et al., 2006).
1.2.3.1 Vyvoj novych bun¢k SGZ

Subgranularni zéna je Gzky pas bun€k ulozeny na pomezi granularni a polymorfni vrstvy DG
hipokampu (viz Obr €. 1) (Amaral et al., 2007). V této tenké vrstvé se nachazi t€la neuronalnich
kmenovych bun¢k (NSCs), neboli bun€k typu 1, které se mohou délit sice jen pomalu, ale za to
se predpokladd, Ze maji moZnost sebeobnovy neomezenou. Tyto buniky maji radidlni vyb&zek
smétujici do molekularni vrstvy DG, kde se Siroce vétvi (Toni & Sultan, 2011). Vlivem tonické
GABA signalizace od interneuront (Song 2012), nebo zvySenou neuronalni aktivitou pii
epileptickém zachvatu (Parent et al., 1997) se mohou tyto bunky zacit délit. Davaji tak vzniknout
mnohem potentnéjSim buiikdm typu 2 (neurdlni progenitorové bunky, NPCs) s jednodussi
morfologii s kratkymi horizontaln¢ ulozenymi vybézky (Fukuda et al., 2003). Tyto buiky uz
maji vétsi proliferacni schopnost a mohou mit relativné rtiznorodou morfologii. NPCs migruji
ze SGZ do sousedni granularni vrstvy, kde maturuji a stavaji se z nich mladé granularni neurony,
buiiky typu 3 (Brandt et al., 2003; Toni & Sultan, 2011).

Cely tento proces vyvoje nového granuldrniho neuronu trva ptiblizné 8 tydnti (Toni &
Sultan, 2011) a jednotlivd vyvojova stadia jsou relativné jasné rozpoznatelnd nejen dle své
morfologie ale také podle dynamicky se meéniciho profilu exprimovanych markert.
V pocate€nich fazich vyvoje se nové burky typu 1 podobaji gliim nejen morfologicky ale také
exprimuji gliové markery typu GFAP (glial fibrillary acidic protein), nestin nebo Sox2 (Steiner
2006, Fakuda 2003, Toni 2011). U nasledujiciho stadia vyvoje, bunck typu 2, se postupné
snizuje exprese puvodnich gliovych markerti a za¢inaji se exprimovat neuronalni markery, jako
je naptiklad doublecortin (DCX). Kromé toho exprimuji také GABA receptory, jejichZ aktivace
muze napomoci spusténi exprese proneuralniho faktoru NeuroD. Béhem druhého tydne od
(Fukuda et al., 2003; Steiner et al., 2006; Toni & Sultan, 2011) rozd¢€leni ptivodni NSC exprese
téchto faktorti naprosto pievladne a vznikaji bunky typu 3, nezralé neurony (Fukuda et al., 2003;

Toni & Sultan, 2011). Béhem finalniho dozravani (od cca tfetiho tydne) v granularni neurony
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jiz nové bunky vykazuji klasickou expresi postmitotickych neurondlnich markert jako jsou
NeuN a calbindin (Brandt et al., 2003).

Hlavnim regulatorem procesu neurogeneze v SGZ hipokampu je predev§im GABAergni
signalizace pochazejici z hipokampalnich okruhti. Zatimco na buiky typu 1 GABA klasicky
plsobi tlumicim efektem, na buiniky typu 2 zac¢inda GABA pusobit excitacné (Tozuka et al.,
2005). Tato prichozi GABAergni aktivacni signalizace z hipokampu napomahd dalsi
diferenciaci novych bun¢k, vyvoji jejich dendriti a synaptického zapojeni do stavajici
neurondlni sité granularni vrstvy (Ge et al., 2006). Béhem toho obdobi (cca ve staii 4-6 tydnil)
vykazuji nové neurony niz$i prah pro vznik membranového potencialu a vysokou synaptickou
plasticitu, coz u bun¢k indukuje dlouhodobou potenciaci (LTP) (Ge et al., 2007). S takovymi
vlastnostmi jsou nové neurony preferencné zapojovany do hipokampalnich okruha (Park et al.,
2016). Az po 6. tydnu vyvoje zacinaji byt nové bunky okolnimi interneurony normalné
inhibovany (Ge et al., 2007). Po tomto obdobi dochézi jeste k findlnimu dotvareni dendritickych
trnl az priblizné za 8 tydnl od svého vzniku ziskdva neuron stejné morfologicke a fyziologické
znaky jako granuldrni bunky vzniklé béhem embryogeneze (Laplagne et al., 2007; Toni et al.,
2007).

Na trovni celého organismu je zndmo mnoho vnéj$ich vlivi, které maji vyznamny vliv
na proces adultni neurogeneze, a to jak negativni, tak pozitivni. Zfeymé nejsilnéji negativné
plsobicim faktorem je stres (Cameron & Gould, 1994). Samoziejmosti je ale také vliv
zvySujiciho se v€ku (Kuhn et al., 1996), podavanych 1é¢iv nebo nékterych onemocnéni, jako
jsou napiiklad Alzheimerova choroba nebo néktera nddorova onemocnéni (vice v (Moreno-
Jiménez et al., 2021). Naopak ale mohou byt jednotlivé faze vyvoje novych neuronti efektivné
podpofeny. Samotné déleni bunék je naptiklad podpoteno epileptickymi zachvaty (Parent et al.,
1997), proliferace je zlepSovana fyzickou aktivitou (Brandt et al., 2003; van Praag et al., 1999)
a mira prezivani progenitorovych bun¢k miize byt zase silné zlepSena obohacovanim zivotniho

prostiedi (Kempermann et al., 1997).

1.2.3.2 Role nové dozravajicich neuronil

Vzhledem k tomu, Ze je neurogeneze v dospélosti pievazné centralizovana do oblasti DG, byla
funkce novych neuronit odeddvna spojovana s hlavnimi hipokampalnimi funkcemi, pievazné
sufenim a paméti (Gazzara & Altman, 1981). Nasledny zidjem o moZznou roli adultni
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neurogeneze v procesu uceni a paméti byl podepten dalSimi poznatky o novych neuronech,
jejich integraci do stavajicich synaptickych siti (Hastings & Gould, 1999; Markakis & Gage,
1999) nebo generovani potencidlu (van Praag et al., 2002). Dalsi prace také dokladaji, Ze
neurogeneze v dospélosti miize mit roli v prostorovém uceni (Kee et al., 2007; Stone et al.,
2011), nebo naptiklad ve vybavovani si vzpominek spojenych se strachem nebo stresem (Kirby
2012) a mize mit vliv na naladu nebo kognitivni flexibilitu (Anacker & Hen, 2017).

Ne¢kolik studii ukazuje souvislost mezi poctem novych neuronii a schopnosti ucit se
(Kempermann et al., 1997; Kempermann & Gage, 2002; van Praag et al., 1999). V tlohach
zéavislych na spravné funkci hipokampu muze trénink a uceni zvysit miru adultni neurogeneze,
a tedy pocet nove vznikajicich neuronii v DG (E. Gould et al., 1999). A naopak naruSeni procesu
neurogeneze v dospélosti ma negativni vliv na procesy uceni (Bruel-Jungerman et al., 2005;
Shors et al., 2002). Na druhou stranu ale existuje mnoho studit, které neobjevily souvislost mezi
mirou adultni neurogeneze s ucenim nebo paméti (napi. (Dobrossy et al., 2003; Raber et al.,
2004; Snyder et al., 2005).

Vykon v behavioralnich i jinych testech zavislych na hipokampu mohou nove narozené
neurony ovlivilovat nepiimo pies jejich schopnost modulace aktivity maturovanych
granularnich bunék. Inhibice neurogeneze se projevila zvySenim poctu aktivnich granulovych
bunék béhem pifeucovani v behavioralnich tlohach (Burghardt et al., 2012; Lacefield et al.,
2012). Zvysena neurogeneze ma naopak za nasledek sniZeni excitability DG (Ikrar et al., 2013)
a sniZeni aktivity maturovanych granularnich bunék (Drew et al., 2016). Toto plsobeni miZze
byt vysvétleno vlivem dozravajicich neurond na inhibi¢ni interneurony, které tak vice ptisobi na
plné maturované bunky (Anacker & Hen, 2017). Navic tento efekt zavisi na vyvojovém stadiu
testovanych neuronti, 8tydenni buiiky aktivuji inhibi¢ni interneurony mnohem silnéji nez bunky
4tydenni (Temprana et al., 2015), coZ potvrzuje na to, jak je dllezité rozliSovat, na jak staré

bunky je védecka studie zamétena.

1.2.3.2.1 Funkcniho zapojeni novych neuronit v DG

Funkce nové dozravajicich neuronii je zfeym¢é¢ zavisld na jejich specifickych

elektrofyziologickych vlastnostech béhem vyvoje. Jak jiz bylo zminéno, v ur¢itém ¢asovém

okné je u bun€k redukoviana GABAergni inhibice, na kterou bunky reaguji zvySenou

excitabilitou membrany (Toni & Sultan, 2011). Takze i slaby signal, ktery by dospély neuron
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neaktivoval, u dozravajici buniky spousti akéni potencial (Esposito et al., 2005; Mongiat et al.,
2009). Kromé toho ale také maji relativné nizky pocet excitacnich aferentnich synapsi (Toni &
Schinder, 2016), ktery je ale 1 tak dostatecny pro aktivaci podstatného mnozstvi dozravajicich
neuronti (Mongiat et al., 2009) a tak stale nezralym bunkdm (cca 3-4 tydny véku) umoziuje
pfispivat k vnitinimu zpracovani informaci. Neurdlni sit DG je tak ovliviitovdna mnohymi
signaly, na které by maturované neurony vzhledem k jejich inhibici nereagovaly (Esposito et
al., 2005).

Na téchto fyziologickych odlisnostech nové dozravajicich neuront v DG jsou zaloZené
teorie o dvou unikatnich funkcich téchto novych neuronli a to tzv. temporalni separace a
integrace vzorcti (Aimone et al., 2009; Becker et al., 2009). Roli novych neuronti jako substratu
pro temporalni separaci postuloval Aimone (2009). Béhem urcitého casového obdobi je
konkrétni populace nové dozravajicich neuront praveé ve fazi vyvoje, kdy je citliva na ptichozi
signaly a je tedy snadno excitovatelnd. VSechny udalosti tohoto ¢asového okna tak aktivuji tu
samou skupinu novych neurontl, na které tak dochazi k urcité integraci vzorct aktivity. Pokud
jsou ale udalosti dostatecné Casoveé vzdalené, pii kazdé z nich dozrava jina populace novych
neurond citlivd na pfichozi signaly. Dané udalosti tak uZz nejsou propojované, ale naopak
dochazi k jejich vétsimu odliseni, tzv. temporalni separaci (Aimone et al., 2009). Tento model
byl jiZ nékolikrat testovan a prokazalo se, Ze schopnost asociovat si dvé Casove blizké udalosti
je opravdu na adultni neurogenezi v DG zavisla (Kesner et al., 2015; Winocur et al., 2006).
Ptimo v DG se poté potvrdil také vzajemny ptekryv neurondlnich reprezentaci dvou riznych
kontextudlnich vzpominek kédovanych nedlouho po sobé (Cai et al., 2016). Nové poznatky ale
naznacuji, Ze by si dozravajici neurony v DG mohly v nékterych ptipadech ¢astecné zachovavat
svoji hyperexcitabilitu 1 dlouhé mésice po svém uzrani (Ohline et al., 2018), ¢imZ je mySlenka
temporalni separace vyznamné zpochybnéna.

Anatomické zapojeni DG bylo inspiraci pro vznik teorie tzv. separace vzorct jako dalsi
mozné funkce noveé dozravajicich hipokampalnich neuronti. Signaly ptichédzejici do hipokampu
jsou kodovany pomoci vzajemné se prekryvajicich kombinaci aktivovanych bunék (Aimone et
al., 2014). DG umoziuje, vzhledem k mnohonasobnému mnozstvi neuront, rozlozeni informace
na samostatné vzorce aktivity. To ma za nasledek zabranéni prekryvu mezi kddujicimi neurony
a oddéleni 1 velmi podobnych signalli. Disledkem je lepsi rozliSovani podobnych vzpominek
(Aimone et al., 2014). Separace vzorct a je jiZ vSeobecné uznavanou funkci DG (Leutgeb et al.,

2007; Nash et al., 2021; Sahay et al., 2011). A 1 kdyz nejsou vysledky vzdy jednoznacné (Saxe
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et al., 2006; Zhang et al., 2008), nov¢ dozravajici neurony v této funkci zfejme také hraji svoji
roli (pfehledné ve (Folsz et al., 2023; McAvoy et al., 2015; Sahay et al., 2011). Ukézalo se, ze
inhibice neurogeneze vyustila v horsi rozliSovaci schopnost dvou podobnych kontextl prostiedi
(Clelland et al., 2009; Kesner et al., 2015) a naopak podpora neurogeneze rozpoznavani
kontextli zlepSila (Bekinschtein et al., 2013; McAvoy et al., 2016).

Studium temporalni separace a integrace vzorcl na behavioralni urovni je v souc¢asnosti
stale obtizné. I kdyz existuje mnoho obecnéjsich behavioralnich testi zamétfenych na funkci
hipokampu, vyzkum funkce novych neuronti v DG ma méné¢ moznosti a prozatim je vybér
pouzitelnych tloh na separace nebo integrace vzorcii omezeny (Garthe et al., 2009). Mozné
teorie fungovani novych neuronli v DG se ani nemusi navzajem vylucovat. Napiiklad
dozréavajici neurony jako takové mohou fungovat jako integratory vzorci aktivity, ale zaroven
aktivovanim inhibi¢nich interneuronii tlumi nepiimo aktivitu maturovanych granuldrnich bun¢k
DG, ¢imz podporuje separaci jednotlivych vzpominek (Aimone et al., 2009; Anacker & Hen,
2017). At uZ nové neurony hraji jakoukoliv roli, uz jen samotné obohacovani systému o nové
buiiky muze byt ur¢itym mechanismem kodovani novych vzpominek bez nutného naruSeni téch

starSich a dfive uloZenych (Aimone et al., 2009; Appleby et al., 2011).
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2 CILE DIZERTACNI PRACE

Vzhledem k soucasnym omezenym moznostem testovat u zvirat pamét’ podobnou té epizodické
bylo hlavnim cilem této dizerta¢ni prace vyvinout asocia¢ni ulohu pro laboratorni potkany.
Zaroven byl kladen diraz na takové provedeni ulohy, které by odrazelo v piirodé znacné
pravdépodobnou situaci, kdy je nezbytné pamatovat si udalosti jiZ napoprvé. Postupnymi
upravami experimentalniho designu bylo cileno na co nejjednodussi provedeni jak pro
experimentatora, tak pro testované zvite.

Epizodické pamatovani u lidi stejné jako pamét podobna té epizodické u zvirat je
zasadné zavislad na spravné funkci hipokampu. Dal$im krokem k validaci nové behavioralni
ulohy bylo tedy ovéfeni, zda je vykon a sprdvné¢ naucené reSeni nové tlohy asociovano s
aktivaci hipokampu porovnanim miry exprese casného genu Arc v této struktute u uspesnych,

neuspesnych a kontrolnich zvirat.

Pamét'ova uloha aktivniho vyhybani se mistu (AAPA) na Kolotocovém bludisti byla jiz
v minulosti spojena se spravnym fungovanim hipokampu. Soucasna prace zkouma roli nové
dozravajicich neuroni v DG potkanii na uceni a preucovani v této behavioralni tloze

AAPA.

Poslednim cilem této prace bylo zjistit mozny vliv u lidi velmi rozsirené arterialni
hypertenze na miru hipokampalni neurogeneze v dospélosti. Za pouziti dvou animalnich

modell hypertenze byl sledovan pocet nové dozravajicich neuront v gyru dentatu hipokampu.

34



3 METODY

3.1 Zvirata

Pro jednotlivé experimenty byli pouziti samci potkanti kmene Wistar, Long Evans, Sprague
Dawley, Spontanné hypertenzni potkani (SHR) a potkani kmene Dahl. Vyuziti jednotlivych
skupin zvifat je detailné popsano vzdy na zacatku dané experimentdlni Casti této dizertacni
prace. Po doruceni do chovného zatizeni byla vSechna zvifata ponechéna v klidu po dobu
minimaln¢ 10 dni pro aklimatizaci na nové prostfedi. V kontrolovaném prostfedi zvéfince
(22 °C, 50% vlhkost, 12hodinovy svételny cyklus) byli potkani chovani po dvojicich az trojicich
v pruhlednych plastovych klecich (50 x 25 x 25 cm) s volnym pfistupem k Cerstvé vodé a krmivu
po celou dobu trvani experimentd.

Vsechny experimenty probihaly ve svételné fazi dne, ktera byla zvifatim nastavena od 6
hod rano. Pro snadnou identifikaci byla zvifata ozna¢ena na ocasech pomoci jednoznac¢nych
prouzku lihovym popisovacem. Veskerd manipulace se zvifaty probihala striktné dle platného
zdkona na ochranu zvifat Ceské republiky a v souladu se smérnici Evropského parlamentu a

Rady (2010/63/EU) o ochrané zvitat pouzivanych pro védecké ucely.

3.2 CAST 1: Vyvoj nové Jednorazové ulohy parovaciho uéeni s prodlevou
(OTTER)

Uceni a pamét’ jsou jak pro Cloveka, tak pro zvirata dilezitou soucasti zivota. A 1 kdyz se
kazdym dal$im opakovanim reakce na dilezitou udalost zlepSuji a jednoduseji se pamatuji. Neni
vyjimkou, Ze nékteré pro Zivot zdsadni situace je potieba si zapamatovat, i kdyz se staly pouze
jednou. Pokud by tak méla udalost nastat znovu, jedinec musi byt pfipraven a umet na ni spravné
zareagovat. Behavioralnich uloh zalozenych na obdobném principu, které by mohly byt vyuzity
pro studium detaili tohoto pamatovani komplexnich udalosti na prvni pokus, neni dostupnych
velky pocet a maji své limitace (napf. Bast et al., 2005; Dere et al., 2005; Kart-Teke et al., 2006).
Hlavnim cilem této prace bylo vyvinuti takové behavioralni ulohy, ktera by u potkand
modelovala jedine¢nou potiebu si zapamatovat komplexni udalost, 1 kdyZ ji zvife zaZije pouze
jednou. V principidlné jednoduché Jednorazové tloze parovaciho uceni s prodlevou (OTTER)

je pro zvife zapotiebi si asociovat rlizné aspekty prozité epizody a vyuzit zapamatovanou
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utékovou reakci. Tato tloha tak v n¢kolika ohledech spliiuje atributy epizodického pamatovani,
kter¢ jsou dle Tulvinga (1984) specifické pouze pro ¢loveéka, a tim podporuje moznost existence

paméti podobné té epizodickée u zvitat.

3.2.1 Zvirata

Pro postupnou optimalizaci behavioralniho protokolu nové ulohy OTTER bylo vyuzito nékolika
riznych kment laboratornich potkanti. V téchto pokusech byly pouziti potkani kmene Long
Evans (n = 8, FGU chov), Wistar (n = 17, ENVIGO) a Sprague Dawley (n = 36, ENVIGO).
Kazdy z vyuzivanych kmenli mé sva behavioralni ale také senzoricka specifika (Prusky et al.,
2002; Rudolfova et al. 2022), a proto bylo zapotiebi zjistit, ktera zvirata jsou nejvhodnéji
uzpuisobena pro tuto tlohu. Pro nésledny dopliujici experiment bylo vyuzito kmene Sprague
Dawley (n = 34, ENVIGO) pro upravu pruchodu rozdélujici prepazkou. Pro vlastni testovani
finalniho protokolu behavioralni ilohy OTTER byli pouziti potkani kmene Wistar (n = 32,
ENVIGO).

Zyvitata byla zatfazena do experimentil ve véku piiblizné 3 mésict, kdy vazila 250-300 g.
Kwvili snizeni mozného stresu zvitat byla pred kazdym experimentem piivykéna na manipulaci
experimentatorem tzv. handlingem po dobu 3 minut béhem ¢tyi dni za sebou. Potkani byli
chovani ve zvérinci v blizkosti experimentalni mistnosti, aby se omezil mozny stres zptisobeny
kazdodennim pienosem zvifat a mozné ménici se podminky okolnich laboratofi. Béhem
vlastniho experimentu byla zvifata individualn¢ prendsena do vedlejsi experimentalni mistnosti

v rukou experimentatora.

3.2.2 Behavioralni aparatura

Pro vyvoj a testovani tlohy OTTER bylo vyuzivdno odhlu¢néného prostredi podminiovacich
boxt (TSE Systems GmbH, Némecko), ve kterém se nachazi plastovy box o rozmérech cca 45
x 45 cm s kovovou podlahovou mtizkou sloZenou z paralelné ulozenych tycek (primér 0,5 cm,
rozte€ 1,5 cm). Aparatura je vybavena horizontaln¢ ulozenymi laserovymi detektory pohybu
zvitete, kamerou pro sledovani pohybu zvifat a reproduktorem, diky kterému je mozné zvitatim
uvnitt boxu pustit zvuk o frekvenci 2 az 22 kHz. Tento box je rozdélen pro zviie stale otevienym
nizkym prichodem (4 x 40 cm) na dvé stejné Casti o rozmérech 22,5 x 45 cm. Jedna z téchto

¢asti ma tmavé stény 1 strop a brani tak nechténému vniknuti svétla z okolniho prostiedi (cca
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3 Ix, tmavy kompartment) a naopak druhd ¢ast ma jak boc¢ni stény, tak strop kompletné
pruhledné, a navic je dodatecné osvétleny piidanou 240V lampou (cca 1090 Ix, svétly
kompartment) (viz Obr. 2). Intenzivni svétlo vytvari pro potkany nepiijemné prostredi (Barker
et al., 2010), které motivuje zvifata travit vice Casu ve tmavém kompartmentu. Takto navrzené
podminky v obou kompartmentech pomahaji vyuziti piirozené potieby potkant zdrzovat se na
otevienym prostoriim a tim je podpofena preference tmavého kompartmentu a také je

eliminovan pocet prechodll zvifat mezi obéma kompartmenty (viz Obr. 3).

Obr. 2 Experimentdlni aparatura nové behaviordlni ilohy OTTER

Pro experiment byly k dispozici dva obdobné podmiiiovaci boxy, ve kterych bylo pro
zvifata zamérné vytvoreno olfaktoricky i vizualn€ odlisné vnitini prostfedi. Zatimco v jednom
byla instalovana kruhova vlozka s ornamenty a byl ¢istén fedénym alkoholovym roztokem
(kontext A), v druhém byl ponechén ptivodni ¢tvercovy tvar vnitiniho plastového boxu a byl
¢istén 2% octovym roztokem (kontext B). K témto upravam doslo z ditvodu navozeni odlisného
prostiedi, aby jednotlivd experimentalni sezeni mohla probéhnout v odlisném kontextu a bylo

tak mozné eliminovat nechténé kontextualni uceni zvifat.
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3.2.3 Finalni protokol ulohy OTTER

Prvni ¢tyfi dny experimentu probihala faze tzv. habituace za ucelem ptivyknuti zvifat na nové
prostiedi a zaroven sniZeni jejich explora¢niho chovani. Zvifata byla vzdy individualné
vkladana do tmavého kompartmentu stfidavé vzdy kazdy den do jiného boxu (stfidavé 2x
kontext A a 2x kontext B), aby si pfivykla na ob¢ tato prostredi. Habitua¢ni sezeni trvalo 15
minut a diky stale otevienému priachodu mezi obéma kompartmenty bylo umoznéno volné
explorovani zvifat po celé aparatufe. SoucCasné bylo chovani zvifat zdokumentovano na
videozéznamy pro nasledné analyzy jejich lokomoce. Parametrem urcujicim miru habituace na
oba kontexty bylo ¢as trdveny v tmavém kompartmentu a pocet transferi zvirat mezi obéma
kompartmenty. | kdyz méla zvifata moznost se voln€ pohybovat po celém prostoru aparatury,
pravé uméle zvysSenou intenzitou osvétleni jsou motivovana vice setrvavat ve tmavém
kompartmentu a méné& explorovat ten osvétleny (Obr. 4). Pocet transferli se tak béhem
habitua¢nich sezeni, ale i mezi nimi, postupné snizoval. Pro kvalitnéj$i hodnoceni byla neutralni
sttedova oblast definovana jako oblast o Sifce 2 cm, ve které se mlzZe zvife pohybovat bez
zdznamu transferu. Hlavnim divodem pro definovani této oblasti bylo nechténé navySovani
poctu transfert chybnym zaznamenavanim softwaru jemnych pohybti zvifete ptimo ve stfedové

oblasti na hranici obou kompartmenti.
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Obr. 3 Grafické zndazornéni pohybu kaZdého zviiete mezi kompartmenty béhem vSech habituacnich sezeni.
Kazda vodorovna fadka predstavuje 15 min sezeni, ve kterém mohlo zvife volné pifechazet mezi tmavym (¢erna

pole) a svétlym kompartmentem (Sedé pole). Svisla osa ur¢uje momentalni umisténi zvifete v kontextu A nebo B.
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Obr. 4 Grafické zndzornéni preference zvirat pro traveni ¢asu ve tmavém kompartmentu béhem vSech
habituacnich sezeni. (A-D) Pravdépodobnost vyskytu zvifat béhem 15minutové habituace: modré odstiny
znamenaji nizkou pravdépodobnost vyskytu, zatimco smérem k ¢ervenym odstintim barvy ptedstavuji zvySujici

se pravdépodobnost vyskytu zvifat v daném misté aparatury.

Paty den experimentu béhem tzv. parovaciho sezeni jsou zvifata po prvotnich 15
minutach volného pohybu jednorazove vystavena dvojici nepiekryvajicich se signali. Jakmile
bylo zvife po ptedchozich 15 minutich absolutné¢ v klidu vtmavém kompartmentu,
experimentatorem byl manualné spustén 2s akusticky podminény stimul (CS, 2400 Hz, 80 dB).
Dvé sekundy (trace interval) po ukonceni CS nasledovalo sepnuti pulsujiciho elektrického
proudu do kovové podlazky aparatury. Pravidelné elektrické ranky do tlapek zvitete (US, 1mA)
byly ukonceny aktivnim piebéhnutim zvifete do svétlého kompartmentu. V ptipadég, Ze se zvife
nepokusilo o uték do svétlého kompartmentu, byly elektrické ranky po 25 s automaticky
zastaveny a zvife bylo vyfazeno z experimentalni skupiny. I kdyby si takové zvife bylo schopno
asociovat oba prozité stimuly, nema zaZitou Utékovou reakci, ktera je tieba pro uspésné feseni
nasledujiciho testovaciho sezeni a tim by mohl byt znevyhodnéno oproti ostatnim zvifatim,
ktera unikla. Bez ohledu na rychlost reakce, zvifata jsou 1 min po ukonéeni US vyjmuta

z experimentalnich boxi a navracena do svych ptivodnich kleci ve zvéfinci. Celé toto akvizicni
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sezeni je zaznamendvano jak pomoci video nahravek, tak také pomoci origindlniho
softwarového a hardwarového vybaveni podminovacich boxi (TSE Systems, Némecko).

Nasledujiciho Sestého dne experimentu nastalo pro zvifata samotné testovaci sezeni, pti
némz se ovéfilo, jak si zvirata na zaklade jediné predchozi zkuSenosti dokazala asociovat oba
dva casové oddélené stimuly. Stejné schéma stfidani obou moZnych kontextli prostfedi
z habituacnich sezeni bylo i1 nadale zachovano a vSechna zvifata byla tento posledni den
experimentu testovana pravé v druhém kontextu, nez probe&hlo ptedchozi akvizi¢ni sezeni.
Timto schématem bylo docileno vétsiho zobecnéni podminek, za kterych mize dojit k obdobné
situaci (stejné¢ jako tomu mulze byt i v pfirozenych podminkach, kde je velmi mala
pravdépodobnost, ze se takto pro zvife nebezpecna udalost stane znovu za naprosto totoznych
podminek). Zaroven bylo mozné odlisit zvifata, ktera si zazitek spojila ,nespravné‘ s kontextem
tmavého kompartmentu spiSe nez s predchozim zvukovym signalem.

Béhem samotného testovaciho sezeni bylo zvife opét ponechdno bez zdsahu minimalné
po dobu 15 minut pro opétovnou exploraci prosttedi a uklidnéni. Po uplynuti této doby bylo
opétovné chovani zvifete zhodnoceno experimentatorem a v dob¢, kdy zvite v klidu odpocivalo
v tmavém kompartmentu, byl manualné spustén pouze akusticky CS signdl a reakce zvitete byla
zaznamenana. Potkani, kteti do 10 sekund od poc¢atku CS utekli do svétlého kompartmentu, byli
oznaceni jako ,;respondenti® (tedy zvifata, kterd si dokazala spravné vytvofit asociaci obou
stimuld a soucasné se naucit efektivni zpisob, ték, jak se vyhnout opétovnému negativnimu
zazitku). Zatimco potkani setrvavajici v tmavém kompartmentu i po uplynuti této doby, byli
oznaceni jako ,,nereagujici (viz Obr. 5). Zvite bylo dale ponechéno v experimentalnim boxu
po dobu nasledujici 1 min, aby bylo posléze mozné analyzovat moznou miru freezingu
pfedevsim u zvitat, kterd na CS nezareagovala utékem do svétlého kompartmentu. Po uplynuti
1 minuty bylo zvife pfeddvkovano inhalaénim anestetikem isofluranem a dekapitovano pro

rychlé zpracovani mozkové tkané.
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Obr. 5 Schéma findlniho experimentdlniho protokolu tilohy OTTER. (A) Béhem prvnich 4 habituaénich sezeni
je zvife stfidavé vystavovano dvéma rozdilnym kontextiim, ve kterych ma moznost volné explorace vzdy po dobu
15 min. (B) Parovaci sezeni probiha opét v opa¢ném kontextu, nez posledni den habituace. Po prvnich 15 min je
zvite, kdyz je v klidu v tmavém kompartmentu, vystaveno sekvenci CS-2s-US, ktera je ukoncena pieb&hnutim
zvitete do svétlého kompartmentu. (C) V poslednim testovacim sezeni, kdyz je zvife opét v klidu ve tmavém
kompartmentu, je zvifeti pustén samotny CS a je sledovana reakce zvifete. Zvifata reagujici utckem do svétlého
kompartmentu jsou oznacena jako ,,Respondenti®, zatimco pokud zvitata nevykazuji it€kovou reakci, jsou

oznacena jako ,,Nereagujici“

3.2.4 Postupny vyvoj uprav ilohy OTTER

Béhem vytvareni testovaciho protokolu pro tlohu OTTER bylo objeveno n¢kolik aspektl
dﬁleiit}'/ch pro feseni 1’110hy. Zakladnim pfedpokladem pro ﬁspééné feSeni je preference
Takovéto chovani je v pfimém kontrastu s potfebou potkanti prozkoumdvat okolni prostiedi
(Whishaw et al., 2006). Oproti ptivodnimu protokolu ulohy (3 x habituace, 1 x parovaci sezeni
a 1 x testovaci sezeni v neménném prostiedi pivodnich box doddvanych jako soucast

podminovacich boxii (TSE Systems GmbH, Némecko)) bylo zapotfebi provést postupné
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nékolik uprav pro dosazeni lepsich ,vykonl‘ testovanych zvitat, které vyustily ve finalni podobu

protokolu behavioralniho testovani potkana v tloze OTTER.

3.2.4.1 Vybér vhodného kmene laboratornich potkant

Prvnim krokem optimalizace byl vybér vhodného kmene testovacich zvifat, protoze je znamo,
ze mezi jednotlivymi kmeny laboratorniho potkana vyuzivanych ve vyzkumu jsou zasadni
rozdily jak po behavioralni, tak naptiklad senzorické strance (Prusky et al., 2002; Rudolfova et
al., 2022). Béhem porovnavaciho testovani zvifat LE, W a SD byla pozornost zamétena
pfedev§sim na mezikmenové rozdily fyzické (lokomoce a explorac¢ni chovani), kognitivni
(rychlost habituace na nové prostiedi a schopnost uc¢eni) nebo senzorické (citlivost zraku vici
jasnému svétlu). VSechna zvirata podstoupila ptivodni protokol habituacniho sezeni, jak byl
popsan vyse. Pro tento experiment byl soucasti aparatury prichod mezi obéma kompartmenty

o rozmérech 11 x 9 cm (viz nize).

3.2.4.2 Omezeni fyzické explorace prostiedi Gpravou tvaru prichodu v piepazce

Cilem néasledné Upravy aparatury bylo dosazeni co nejnizSi explorac¢ni aktivity zvifat a
nenasilného omezeni jejich lokomoce na tmavy kompartment. Hlavnim ptedpokladem
kompartmenty. Tim je sniZzena pravdépodobnost ndhodného transferu béhem pérovaciho a
testovaciho sezeni, ktery by mohl byt miln¢ interpretovan jako védoma akce zvitete.

Zvitata kmene SD byla rozd€lena na dvé skupiny. Kazda ze skupin podstoupila ptivodni
protokol ulohy OTTER v aparatufe, ktera se liSila pouze tvarem a velikosti priichodového otvoru
v rozd€lovaci prepazce mezi kompartmenty. Jedna skupina méla k dispozici prichod o
rozmérech 11 x 9 cm umisténym uprostied prepazky (tedy 18 cm z kazdé strany od stén boxu),
ktery je klasickou soucasti hardwarového vybaveni pouzitych podminovacich boxti. Druha
skupina zvitat méla upravenou rozd€lovaci prepazku s rozméry pricchodového otvoru 4 x 40 cm
(2,5 cm z kazdé strany od stény boxu). Tento tvar prichodu také omezil prostupovani svétla ze

wewr

testovana zvirata.
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3.3 CAST 2: Aktivita hipokampu béhem OTTER

Hlavnim ukazatelem kvality behavioralnich uloh zaméfenych na uceni a pamét je odezva
aktivity neurondlnich bunék v hipokampu nebo se naopak po jejich naruseni predpoklada
zhorSeny vykon jedince v takové loze. Hraje tedy hipokampus potkanti n¢jakou roli v uceni a
spravném feSené noveé ulohy OTTER? Pro specifické mapovani neurondlni aktivity pravé
v konkrétnim momentu testovani nauceného chovani byla pouzita metoda fluorescencni in situ
hybridizace k detekci genu Casné exprese Arc (Activity Regulated Cytoskeleton Associated
Protein), ktery je jednim z prvnich ¢lenii podilejicich se na synaptické plasticit¢ (Minatohara et
al., 2016; Nikolaienko et al., 2018), a tedy 1 teoretického mechanismu ukladani vzpominek

(Goto, 2022).

3.3.1 Detekce genu ¢asné exprese Arc

Ihned po ukonceni testovaci faze nové behavioralni tlohy OTTER byla zvitata z findlniho
experimentu (W, n = 32) vyjmuta z aparatury a pieddvkovana koncentrovanymi parami
isofluranu a ihned dekapitovana. Co nejrychleji byl kazdy mozek vyjmut a zamrazen
v isopentanové 1azni, ktera byla jiz pfedem vychlazena alkoholem na suchém ledu na pfibliznou
teplotu -50 °C. Takto Cerstvé zamrazené mozky byly az do dal§iho zpracovani uchovavany
v teploté€ -80 °C. Pozdé&ji byly mozky opatrné rozdéleny na jednotlivé hemisféry a kazda z nich
dale na pfiblizné 4-5 mm c¢asti. Prvni ¢ast obsahovala prefrontalni kortex az oblast predniho
cingula, druhé ¢ast obsahovala dorsalni hipokampus, tfeti ¢ast obsahovala ventralni hipokampus
a posledni Gast byla samostatnou hemisférou mozecku. Casti mozktl obsahujici levy dorsalni
hipokampus a ¢asti obsahujici levy ventralni hipokampus kazdého zvitete byly spolecné zality
do dvou blockli ze zapoustéciho média (Tissue-Tek O.C.T. Compound medium). Vymrazené
blocky s jednotlivymi strukturami byly pomoci kryostatu krajeny na 20 um tenké fezy (Leica
CM 1850, Némecko), které byly ihned pifenaseny na podlozni mikroskopicka skla. Postupné byl
prokrajen a zpracovan cely zamrazeny blocek tak, Ze na kazdém podloznim skle byly umistény
samostatné fezy kazdého mozku, coz zajiStuje naprosto shodné zpracovani vzorkd vsech
testovanych skupin zvifat najednou. Takto pfipravené fezy byly pouZity pro detekovani genu
Casné exprese Arc vneuronech CAl hipokampu pomoci metody fluorescencni in situ
hybridizace (FISH, compartment analysis of temporal activity by fluorescence in situ

hybridization) (Guzowski et al., 1999; Kubik et al., 2012).
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3.3.1.1 Prabéh FISH

Z kazdého predem piipraveného setu podloznich skel stfezy dané mozkové struktury bylo
nahodné vybrano 5 skel zpribéhu celého blo¢ku (celé struktury). Po fixaci vzorki 4%
paraformaldehydem a smési acetonu a methanolu (1:1) nasledoval prehybridiza¢ni krok, ve
kterém byly vzorky na sklickach na 30 min piekryty roztokem prehybridiza¢niho pufru (50%
formamid, 0.05 g/ml dextranu sodného, 50x Denhardtiv roztok, 250 pl/ml RNA z kvasinek a
500 pl/ml DNA spermii lososa v citratovém pufru). Nasledn¢ byla intrajaderné ulozena Arc
mRNA hybridizovéna (pfes noc, 56 °C) s pfipravenymi antisense riboprobami znacenymi
digoxigeninem (za pouziti hybridizacniho pufru o stejném slozeni jako byl pouzit pro
prehybridizaci). Poté byly fezy oplachnuty citratovym pufrem (SSC) a inkubovany v roztoku
RNazy A (10 pg/ml v SSC, 15 min v 37 °C), aby doslo k odmyti ptfebytecnych riboprob.
Ptipadnd endogenni aktivita peroxidaz v bunikach byla zablokovédna jejich pfesycenim za
pomoci 3% roztoku peroxidu vodiku v SSC. Vazané riboproby v jadrech neuronti byly
detekovany pomoci 2 hod inkubace s antidigoxigeninovou protilatkou (Anti-Dig-POD, 1:300,
Roche) asociovanou s kienovou peroxidazou (HRP). Signél protilatky byl pro lepsi vizualizaci
dodatecné zesilen pouzitim tyramidového amplifika¢niho systému (TSA-Cy3, Perkin-Elmer).
Poslednim krokem bylo nespecifické znaceni bunécnych jader pomoci DAPI (Invitrogen,
ThermoFisher) a zalepeni vzorkti do ochranného montovaciho media Vectashield (Vector

Labs).

3.3.1.2 Zpracovani mikroskopickych dat

Fluorescencni signal exprimovaného genu Arc byl detekovan pomoci skenovaciho
konfokalniho mikroskopu Leica SP8 (objektivem HC PL APO 20x (n.a. 0,75) imm). Jaderny
DAPI signal byl excitovan laserem o vlnové délka 405 nm a jeho emisni spektrum bylo
zachycovano v rozmezi 415-490 nm. Exprese Arc mRNA pfedstavovana TSA-CY3 signalem
byla vizualizovana pomoci excitacniho laseru o vinové délce 560 nm a detekci emisniho spektra
v rozmezi 620-680 nm. Na kazdém analyzovaném fezu byly skenovény tfi nepiekryvajici se
pozice na pyramidalni vrstvé bunék CA1 hipokampu. Kazda pozice byla snimana jako tzv. Z-

stack, neboli soubor cca 22 optickych vrstev, kdy je kazda jednotliva vrstva Siroka cca 1 pm.
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Nastaveni sniméani kazdé vrstvy bylo vzdy se stejnym rozliSenim (1024 x 514) a 1,7x
priblizenim (Obr. 6).

Ziskana mikroskopicka data byla analyzovdna ve volné dostupném softwaru Imagel
(verze 1.38, (Schneider et al., 2012) za pomoci vytvofeného macra, které¢ bylo laskave
poskytnuto RNDr. Stépanem Kubikem, Ph.D. Na kazdém snimku specifické pozice pyramidové
vrstvy CAl byla manudlné oznacena vSechna kompletni a neponi¢ena bunécna jadra znacena
DAPI signalem v prostiednich a nejsilnéji znaCenych 3 vrstvach. Tak byl zajistén vybér pouze
uplné kompletnich jader, ve kterych byla déle zjiStovana ptfitomnost signalu. V piipadé obrazu
nekompletniho jadra by bylo nemozné zjistit pitomnost ¢i nepfitomnost signalu, ktery by mohl
1 nemusel byt lokalizovan v odfiznuté ¢asti bunééného jadra a nachazel by se tak na sousednim
fezu daného mozku. Po eliminovani nadmérného nespecifického pozadi ¢erveného kanalu byla
v oznacenych jadrech zjiStovéana piitomnost signalu ¢asného genu Arc pro spocitani poméru
aktivovanych bunék (signal pozitivnich) viici celkovému poctu oznacenych kompletnich DAPI
jader v dané oblasti pyramidalni vrstvy hipokampu. Pro zajisténi co nejvyssi objektivity pocitani
bylo pfed experimentatorem zaslepeno oznaceni vzorki a ze stejného diivodu byl pfi znaceni
kvalitnich bunéénych jader zobrazovan pouze DAPI signal bez viditelného signalu ¢asného

genu.
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Dorzélni hipokampus

S =]

Ventralni hipokampus

Obr. 6 Schématické znazornéni lokalizace mikroskopického snimani exprese ¢asného genu Arc. (A)
[lustrativni zobrazeni dvou rovin, ve kterych byly krajeny vzorky mozkové tkané testovanych zvirat. (B)
Lokalizace tfi mikroskopicky snimanych pozic CA1 dorzélniho hipokampu. (C) Lokalizace snimanych pozic

CA1 ventralniho hipokampu. Méfitko mikroskopickych snimkt predstavuje 20 pm.
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3.4 CAST 3: Role adultni neurogeneze u potkana v uloze zavislé na hipokampu

I pfes mnoho poznatkii o hipokampalni neurogenezi béhem dospélosti stale nebyla jasné
vysvétlena funkce takto nové dozravajicich granularnich bunék DG. Jiz diive bylo ukazéano, Ze
uspésné uceni potkant v behavioralni Gloze aktivniho vyhybani se mistu (AAPA) je zavislé na
spravné funkci hipokampu (Kubik 2006). Hraje ale v feSeni této ulohy néjakou roli adultni
neurogeneze a dospivajici buiikky? Pro zodpovézeni této otazky byla u jedné z experimentalnich
skupin zvitat zablokovana adultni neurogenezi poddnim cytostatického temozolomidu (TMZ),
ktery zastavuje déleni bun¢k véetné téch granularnich v SGZ hipokampu (Egeland et al., 2017).
Vzhledem k jeho nespecifickému pusobeni ve vSech tkdnich téla bylo vSak nejprve zapotiebi
zjistit optimalni davkovani TMZ, nebot’ je na ném zavisla velikost populace zablokovanych
bunék a nasledné také zplisobené vedlejsi cinky 1écby. Navazujicim experimentem bylo dale
zjisStovano, jak podani TMZ ovliviiuje uceni a pfeucovani potkanii v uloze AAPA. Jak tato 1écba
ovlivnila adultni neurogenezi samotnou bylo hodnoceno z analyzovaného poctu délicich se

granularnich bunék v DG znac¢enych bromodeoxyuridinem (BrdU).
3.4.1 Zvirata a jejich 1écba

Pro experiment byli pouziti samci potkana kmene LE (n= 70, FGU). Zvitata ve véku 28 dni byla
rozdé€lena po trojicich do chovnych kleci o rozmérech (50 x 25 x 25 cm). Po dobu 10 dni byla
zvitata pfivykdna na kontakt s experimentatorem behem tzv. handlingu v délce 2minutovych
intervaltl.

Pro u¢innou inhibici adultni neurogeneze v mozku potkani byla vybrana latka
temozolomid (TMZ), protinadorovy 1€k poskozujici DNA cilovych bunék, které se tak nemohou
dale délit (Y. Wang & Feng, 2020). Lécivo bylo piipravovano rozpusténim kapsle (Temodal®
20 mg, Schering Plough, Némecko) v okyseleném fyziologickém roztoku (pH titrovano na 3,5
pomoci kyseliny chlorovodikové). Pro tplné rozpusténi TMZ byl roztok dale vortexovan a za
stalého chlazeni na ledu byl jesté¢ 30 minut promichavan na tfepacce (50 rpm). Roztok byl
zvitatim aplikovan intragastrickou sondou okamzité po vytvofeni v objemu potfebném pro
spravnou davku. Kontrolni zvifata dostala stejny objem okyselené¢ho fyziologického roztoku
(SAL), jako zvifata dostavajici roztok o koncentraci 40 mg/kg TMZ. TMZ byl podavan
potkantim chronicky po dobu 4 tydni, vzdy tii po sob¢ jdouci dny v tydnu (atery az Ctvrtek),

mezi 9 a 11 hodinou dopoledni.
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Pro optimalni davkovani TMZ bylo nejprve zapotiebi najit takové davkovani, které
ucinné odstrani vznik novych neuronii v DG a zaroven bude mit co nejmensi vedlejsi ucinky
ovliviiyjici chovani zvifat. Z toho divodu byly vybrany davky 10, 25 a 40 mg/kg télesné
hmotnosti zvifat, po jejichz podani byla zhodnocena mira neurogeneze, myelosuprese a vliv na
télesnou hmotnost zvifat. Na zaklad¢ ziskanych vysledki (viz dale), byla vybrana davka 25
mg/kg, ktera byla dale pouzita pro inaktivaci adultni neurogeneze potkanti v behavioralni tloze
AAPA na kolotocovém bludisti. Po pozd¢jsim zjisténi negativnich u¢inka této koncentrace
za ucelem vyvarovani se co nejveétsimu mnozstvi nechténych ucinkt TMZ.

Pro stanoveni miry adultni neurogeneze bylo vyuzito schopnosti BrdU inkorporovat se
do délici DNA a tim tak oznacit nové¢ vznikajici buiiky. Posledniho dne TMZ aplikace byl
zvifatim intraperitonedln¢ aplikovan roztok BrdU o koncentraci 50 mg/kg ve fyziologickém
roztoku (rozpousténi BrdU probihalo pfti 40 °C).

Po ukonc¢eni TMZ/SAL lécby zvifat a jednordzovém podani BrdU byla zvirata
ponechana dalsi tfi tydny v klidu pro Gplné zotaveni. Po uplynuti této doby byly skupiny zvitat
zatazené v testu adekvatni davky TMZ usmrceny a vzorky mozki byly analyzovany pro zjisténi
dosazené miry adultni neurogeneze v DG. Zvirata podstupujici behavioralni testovani byla po
uplynuti lThity zafazena do experimentu, po kterém bylo stejnym zptisobem jako u ptedchozich

zvitat zjiStovan pocet noveé dozravajicich neuronti v DG.

3.4.2 Test davkovani TMZ

Vsechny kontrolni testy zvitat byly provedeny ve tfech kritickych ¢asovych bodech béhem
procedury: pted 1écbou TMZ (pted TMZ), ihned po 1écbé TMZ (po TMZ) a po tiech tydnech
od ukonceni 1é¢by (po zotaveni). ZkuSenym experimentatorem bylo v kazdém casovém bodé
jemné odebrano 200—450 ul krve z ocasni zily vSech zvitat. Vzorky krve byly odesilany k
analyze do Laboratore Freston s.r.o0. (Ceska republika). V krevnich vzorcich byly méfeny poéty
erytrocytil a leukocytli pomoci veterinarniho hematologického analyzatoru (Abacus Junior Vet
5, Diatron MI PLC, Mad’arsko). Protoze TMZ zptsobuje myelosupresi, bylo hodnoceno sniZeni
poctu bilych krvinek ve vSech 1é¢ebnych skupinach ve srovnani s kontrolni skupinou ihned po
osetteni TMZ (POST). Navic byly posléze imunohistochemicky obarveny doublecortin

pozitivni buniky (DCX+), aby se vyhodnotilo obnoveni neurogenni niky SGZ po zotaveni.
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U testovanych zvifat byla hodnocena senzorimotorika pomoci testu chtize po lati (podle
(Hamm et al., 1992). Pro test byla pouzita 2 m dlouha a 2 cm Siroka dfevéna lat’ a pro hodnoceni
byly pouzity primérné pocty sklouznuti zvifat ze tii po sobé jdoucich pokust. Aby u zvitat
nedoslo k navozeni bezmoci, napied postupné vSechna z jedné klece dokoncila jeden pokus, nez
podstoupila dal$i. Nakonec byla jako dulezity ukazatel zdravotniho stavu zvitfat sledovana
télesna hmotnost, protoze odrazi chut k jidlu a pfirozeny rust. Z toho ditvodu byla zvitata kazdy

tyden vazena.

3.4.3 Uloha aktivniho vyhybani se mistu (AAPA) na Koloto¢ovém bludisti
3.43.1 Behavioralni aparatura Kolotocového bludisté

Kolotocové bludisté (Carousel maze) je plochd kruhové aréna (82 cm v priméru) ohrani¢ena
prihlednou plastovou sténou (vysoka 60 cm), kterd je umisténa ptiblizné ve vySce 1 m nad zemi.
Béhem spusténého experimentu celd aréna pomalu rotuje rychlosti pfiblizné 1 otdcky/min ve
sméru otaceni hodinovych rucic¢ek. Softwarove je na aréné definovan sektor o velikosti 60°
vysece kruhu, ktery zlstava vzhledem k mistnosti stabilni a neotdci se spolecné s arénou (Obr.
7). Tento sektor je pro zvitata neviditelny, ale zaroven je vstup do n¢j trestdn mirnou elektrickou
rankou do tlapek potkana (200-600 pA, 50 Hz). Dokud zvite neopusti definovany sektor dostava
dalsi ranky vintervalu 1200 ms. Obdrzeni elektrické ranky je zprostfedkovano pies
implantovany jehlovy konektor v kozni fase na zadech potkana. Pro bezpecny pohyb po aréné
a vyhybani se stabilnimu sektoru musi zvifata vyuzivat Cisté jen vzdalené orienta¢ni body
experimentalni mistnosti. Dostupnéjsi blizké znacky na aréné, jako jsou pachy, stopy moci nebo

vykaly, jsou ve smyslu stale se ménicich pozic na rotujici arén¢ irelevantni.
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Obr. 7 Kolotoc¢ové bludisté pro testovini ulohy aktivniho vyhybdni se mistu. (A) Aparatura koloto¢ového
bludisté. (B) Umisténi zakazaného sektoru béhem akvizi¢nich sezeni (ACQ1 — ACQ5) a (B) umisténi zakazaného

sektoru béhem faze preucovani (REV1 — REV4).

Krom¢ implantované jehly v podkozi potkana je konektor vybaven také referen¢ni LED
diodou, ktera je zaznamendvana kamerou umisténou nad bludistém a pohyb zvifete je tak
detekovan ve vSech mistech arény. Pomoci druhé¢ LED diody umisténé na vnéj$im okraji arény
je zaznamenavana jeji rotace. Spolecné jsou oba signaly diod zpracovavany programem Tracker
(Biosignal Group, USA), ktery také v pfipad€ lokalizovani zvifete v definovaném sektoru
spousti elektrickou ranku. Tim, Ze aréna rotuje ale vyhrazeny sektor ziistdva stabilni, je zfejmé,
ze nejefektivnéjsi strategii feSeni této ulohy je chiize v protisméru rotace, aby nedochazelo

re¢

k pasivnimu ,,dovezeni‘ zvitete do sektoru.

3.4.3.2 Prubéh behavioralni testovani AAPA

Behavioralni uloha aktivniho vyhybani se mistu (AAPA) na Kolotocovém bludisti se sklada ze
tii po sobé jdoucich fazi: habituace, akvizice a preuceni. Prvni den experimentu je pro zvife
habituaénim sezenim, pii kterém si zvykéa na nové prostredi rotujici arény. Toto sezeni trva 20
minut a béhem sezeni neni v bludisti vymezen sektor pro vyhybani a zvife ma moznost celou
dostupnou plochu explorovat bez omezeni. Nasledujiciho dne zalind sekvence 5 po sobé
jdoucich dni, kdy zvite kazdy den podstupuje jedno akvizi¢ni sezeni (ACQ1 — ACQ5). Pti téchto

sezenich je jiz softwarové definovan 60° sektor, kterému se zvife uci vyhybat. Pokud se zvitfe
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uspesné nauci vyhybat se sektoru (stanovena hranice je max. 10 vstupti do sektoru za posledni
ACQ)5 sezeni), nasledujici 4 dny probihaji sezeni preu¢ovaci (REV1 — REV4). Rozdilem oproti

Pted kazdym sezenim bylo zvife vloZeno na neotacejici se arénu na stejné misto, které neni
ani v jedné z fazi experimentu soucasti trestaného sektoru, s hlavou zvifete sméfujici k plastové
sténé arény. Thned po odchodu experimentatora z mistnosti byla spusténa rotace kolotocové

arény a zaroven nahravaci systém sledujici pohyb potkana po aréné.

3.4.4 Imunohistochemie

Po zotavovaci fazi (Test davkovani TMZ, n = 30) nebo po dokonceni behavioralniho testovéani
v uloze AAPA (n =40) byla zvifata preddvkovana smési ketamin/xylazin (50 mg/kg) a nasledné
transkardialn€ perfundovana fosfatovym pufrem (0,2 M PB) a roztokem 4% paraformaldehydu
v PB (PFA). Nasledné vyjmuté mozky byly jesté dalSich 24 hod dodate¢né fixovany v PFA. Pro
dislednou kryoprotekei tkané byl mozky postupné maceny v 10%, 20% a 30% roztoku
sachar6zy v PB dokud neklesly na dno nadoby. Posléze byly mozky hluboce zamrazeny
na suchém ledu a do pozdéjsiho zpracovani byly uchovavany pfi teploté — 80 °C. Mozky byly
dale koronalné krajeny na fezy o Sifce 40 um pomoci kryostatu (Leica 1850, Némecko), které
byly do samotného imunohistochemického barveni uloZeny v kryoprotektivnim roztoku.

Pro detekci BrdU pozitivnich bunék (BrdU+) bunék byly fezy nejprve dikladné promyty z
kryoprotektiva pomoci Trisem pufrovaného fyziologického roztoku (TBS). Pomoci
10minutového oplachu v roztoku 3% peroxidu vodiku a 10% methanolu v TBS byly
deaktivovany endogenni peroxiddzy v tkani. Po dikladném omyti v TBS a 0,9% NaCl byla
DNA 30 minut denaturovana 2,5N HC1 pii 37 °C. Rezy byly nékolikrat omyty fosfitem
pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS) a poté inkubovany v blokovacim pufru obsahujicim
0,3 % Triton X-100 a 10 % osli sérum v PBS po dobu 1 hodiny. Nésledn¢ byly inkubovany s
primarni anti-BrdU protiladtkou nafedénou v blokovacim pufru (1:500; klon BU1/75, Serotec
OBT0030) pies dvé noci pti 4 °C. Rezy byly poté dikladné oplachnuty PBS a inkubovany po
dobu 2,5 hodiny pii pokojové teploté se sekundarni biotinylovanou IgG protilatkou (donkey
anti-rat antibody, 1:500, Jackson/Dianova,712-065-153) zfedénou pomoci PBS s ptidanym 3%
oslim sérem a 0,3% Tritonem X-100. Po oplachnuti PBS byly déale inkubovany v roztoku
avidin/biotinového komplexu s konjugovanou kienovou peroxidazou (ABC elite kit standard,
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PK6100, Vector Laboratories) po dobu 1 hodiny pfi koncentraci 9 ul/l1 ml kazdého ¢inidla (v
PBS). Nakonec byl pouzit diaminobenzidin (DAB, Sigma Aldrich, D5905) jako substrat
kienové peroxidazy (0,25 mg/ml DAB v PBS s 0,01 % H202 a 0,04 % NiCI2). Rezy byly
pfenesena na podlozni skli¢ka potazend Zelatinou. Po vysuSeni byla sklicka omyta v roztoku
Neoclear (Merck, 1098435000) a zalepena krycimi skly pomoci montovaciho média Neomount
(Merck, 1090160500).

Obdobnym barvenim bylo docileno vizualizace na doublecortin pozitivni buiiky
(DCX+) pro hodnocenti proliferace bun€k DG za pouziti stejného protokolu s vyjimkou oSetfeni
HCI. Byla vyuzita primarni protilatka Doublecortin C-18 (1:500, Santa Cruz, sc-8066) a
sekundarni biotinylovana IgG protilatka (horse anti-goat, 1:500, Vector Laboratories, BA-
9500).
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3.5 CAST 4: Vliv hypertenze na adultni neurogenezi

V dnesni dobé se u lidi potad castéji vyskytuje arterialni hypertenze projevujici se vysokym
krevnim tlakem, ktery miZe mit za nasledek i1 dal$i cerebrovaskuldrni onemocnéni nebo
kognitivni deficity, jako napf. poruchy paméti (Carnevale et al., 2012). Toto propojeni muze
naznacovat urCitou souvislost mezi hypertenzi a procesy hipokampu vcetn€é adultni
neurogeneze. Tato ¢ast dizertaCni prace je proto zaméfena na mozny vliv hypertenze na miru
adultni neurogeneze za pouziti dvou zvifecich modelll hypertenze. Prvné byl. byl méfen krevni
tlak a nésledné hodnocena adultni neurogeneze u spontanné hypertenznich potkanti (SHR)
(Elmarakby & Sullivan, 2021), ktera byla chronicky lé¢ena antihypertenznim kaptoprilem.
V druhém experimentu byla adultni neurogeneze sledovana u zvifeciho modelu hypertenznich
na sul citlivych (SS) nebo naopak na stl rezistentnich potkani kmene Dahl (SR). U citlivych
zvitat vysoce sland dieta zptsobuje hypertenzi, zatimco u rezistentnich zvirat takové projevy

nevyvolava (Rapp & Dene, n.d.).

3.5.1 Zvirata a jejich 1écba

Inbredni zvifata kmene SHR a Dahl z chovné kolonie Fyziologického tistavu AV CR byla
zafazena do experimentu ve véku 28 dnli. V prvnim experimentu byli pouziti samci SHR (n =
41), kteti byli ndhodné rozdéleni mezi kontrolni skupinu (n = 20) a skupinu lécenou
antihypertenznim kaptoprilem (n = 21), ktery funguje jako inhibitor enzymu angiotenzin-
konvertazy a je tak pouzivan v medicin€ jako 1€k na mirnou az stfedné¢ zavaznou hypertenzi.
Lécenym potkaniim byl po dobu Sesti tydnii kaptopril podavan rozpustény v pitné vodé (500
mg/l), zatimco kontrolni zvitata dostavala ¢istou vodu.

Ve druhém experimentu byli pouziti samci potkanti kmene Dahl senzitivnich na sil
v potravé (Dahl SS, n = 20) a samci kmene Dahl rezistentni na sil (Dahl SR, n = 20). Polovina
zvitat z kazdé z obou skupin dostavala po dobu Sesti tydnil specidlni stravu bohatou na stl (4 %
NaCl, Altromin C 1036), zatimco ostatni zvifata byla krmena dietou s nizkym obsahem soli
(0,04 % NacCl, Altromin 1324).

Pro detekci nov€ narozenych neurondlnich bunék, byl vSem zvifatim podan
bromodeoxyuridin (BrdU) intraperitonedlni injekci v davce 50 mg/kg rozpustény ve

fyziologickém roztoku (20 mg/ml) dva tydny pfed eutanazii (Garthe et al., 2009).
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3.5.2 Méreni krevniho tlaku a zpracovani tkani

Po Sesti tydnech 1é¢by kaptoprilem popt. konzumace slané diety byl u vSech potkani méien
prumérny arteridlni krevni tlak (MAP). MAP byl méfen v thiopentalové anestezii (50 mg/kg)
ve femoralni tepné zvifete pomoci katetru pfipojen¢ho k méficimu zatfizeni skladajici se z
MLTO0380/D tlakového pievodniku ptipojeného k QUAD Bridge a PowerLab/8SP (AD
Instruments Ltd., Australie). Méfeni MAP u potkant probihalo ve spolupraci s kolegy
z Oddéleni hypertenze (FGU).

Ihned po méteni krevniho tlaku byla zvifata transkardidlné perfundovana a mozky byly
zpracovany pro naslednou imunohistochemii. Samotna piiprava vzorki stejné jako cely proces
barveni BrdU+ bun¢k probihala naprosto shodné s jiz dfive zminénym postupem zpracovani

vzorkl po experimentech s podavanim temozolomidu (viz. 3.4.4 Imunohistochemie, str. 45).

3.6 Analyza dat a celkova statistika

Analyza dat ziskanych béhem vyvoje protokolu behavioralni tlohy OTTER byla zaméfena
pfedevsim na parametry ,,pocet transferti mezi dvéma kompartmenty* a ,,¢as straveny zvifetem
v jednom z kompartmentd® béhem habituacnich sezeni. Tyto sledované parametry nejlépe
odraZeji miru explora¢niho chovéni zvifat a jejich ochotu travit ¢as ve tmavém kompartmentu.
Kromeé toho u dat ziskanych pfi testovani finalniho protokolu ulohy OTTER byla analyzovéana
reakce zvifete po spusténi CS beéhem testovaciho sezeni. Videozdznamy ze vSech téchto
behavioralnich experimentti byly analyzovany za pomoci volné dostupného softwaru BORIS
(verze 6.3.8.; Friard & Gamba, 2016).

Behaviordlni data z tlohy AAPA byla ziskdvana pomoci volné dostupného softwaru
Carousel Maze Manager (Bahnik, 2013) a softwaru Tracker (Track Analysis, Biosignal Group,
USA), ktery je schopen zaznamendvat polohu zvifete na otacejici se aréné pomoci referencnich
diod. Pro hodnoceni vykonu zvitat byly pouzity Gdaje o celkové uslé vzdalenosti zvifete (bez
ohledu na rotaci vlastni arény), kterd je odrazem lokomo¢ni aktivity zvifete. DalSimi
hodnocenymi parametry byly pocty vstupti do zakdzaného sektoru a cas straveny v zakazaném
sektoru. Pokud data nebyla normaln¢ distribuovana, byla pouzita vhodna transformace k
dosazeni normalni distribuce. Po ziskdni signifikantnich vysledki v ANOVA testu, byl pouzit
Gamestiv-Howellv post hoc test k porovnani skupin (rozptyly nebyly zcela homogenni, ackoli

data byla normaln¢ distribuovana). Pokud byla nalezena vyznamna interakce, byla provedena
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simple-effect analyza k odhaleni rozdilti mezi skupiny na kazdé Grovni opakovaného méteni.
Pfi posuzovani vyznamnosti korelaci, byly hodnoceny jednostranné hodnoty p hodnoty,
vzhledem k pfedpokladanému trendu mezi-skupinovych rozdila.

Mikroskopické data byla zpracovavéana v softwaru ImagelJ (verze 1.38, Schneider et al.,
2012). Pro analyzu neuronalni aktivity v dobé& testovani zapamatované asociace v tloze OTTER
byl hodnocen pomér neuront jez obsahovaly intrajaderny signal Arc vici ostatnim oznacenym
kompletnim neurontim bez signalu. Rozdil v aktivit¢ CA1 neuronii respondentii, ktefi se naucili
ulohu uspésné fesit, a ,,nereagujici* zvifat byl analyzovan samostatné za pouziti dvoucestného
ANOVA testu.

Bunky BrdU+ byly spo€itany pod svételnym mikroskopem s pouZzitim 40x zvétSujiciho
objektivu. Obarvené BrdU+ buiiky nalézajici se v horni ohniskové roviné fezi byly opomijeny,
aby nedo$lo k umélému navySeni poctu bunék jejich dvojim zapocitdvanim na feznych
plochach. Pro odhad celkového mnozstvi bunék byla pouzita cela plocha DG kazdého tezu.
BrdU+ bunky byly pocitany v kazdém fezu bilateraln€ a tato hodnota byla vynasobena Sesti
(interval vzorkovani) pro ziskani odhadu poc¢tu oznacenych bunc¢k pro celé DG. Pocty
imunohistochemicky obarvenych bunék BrdU+ byly analyzovany pomoci t-testu.

Pro statistickou analyzu vSech ziskanych dat byl pouzit software IBM SPSS Statistics
(verze 23.0 a novéjsi, IBM Corp., 2017). Néktera ziskana data podle Shapirova-Wilkova nebo
Kolmogorova-Smirnoffova testu nespliiovala parametrické ptedpoklady a byla bud dale
analyzovéana neparamatrickymi testy (Manntv-Whitneylv test, Friedmantv test, Wilcoxonv
parovy test, Kruskaliv-Wallistiv test, Fisheriv exaktni test), nebo bylo pomoci vhodné
transformace dosazeno jejich normalniho rozlozeni. Poté byla data analyzovdna pomoci
vhodného parametrického testu (analyza rozptylu (ANOVA) nebo t-test). Prahova hodnota

signifikance byla ve vétsing€ ptipadl stanovena na p = 0.05).

3.7 Vizualizace vyslednych dat

Jednotlivé vizualizace ziskanych dat byly vytvofeny pomoci softwart IBM SPSS Statistics
(version 25.0, IBM Corp., 2017), Corel Draw (verze 2017) a R za pomoci vizualiza¢ni knihovny
ggplot2 (Wickham, 2016). Heatmapy byly zpracovany s ochotnou pomoci Mgr. LukaSe
Hejtmanka, Ph.D. pomoci dvourozmérné funkce odhadu hustoty jadra, kde2d, z knihovny
MASS (Venables & Ripley, 2002).
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4 VYSLEDKY

4.1 CAST 1: Vyvoj nové behavioralni tlohy OTTER

Studium tak komplexni schopnosti, jakou je epizodickd pamét, vyuziva dilezité poznatky
ziskané z klinického vyzkumu doplnéné o detailnéjsi informace ziskané od animalnich modela.
I pfes to, Ze jiz u zvifat existuji rizné moznosti testovani mechanismii paméti podobné
epizodické, je tfeba novych nastrojii, které by mohly odhalit prozatim skryté aspekty tohoto
druhu paméti. Proto jsme vyvinuli novou behavioralni tlohu OTTER zamétfenou na asociacni
u¢eni potkanti kmene Wistar. Uloha je zaloZena na jednordzovém uceni, které ndm umoziuje

v

experimentalné testovat pro zviie pfirozenéjsi situaci bez opakovaného tréninku.

4.1.1 Vybér vhodného kmene laboratornich potkanii

Pocet transferi mezi kompartmenty je dalezitym parametrem sledovanym posledniho 3. dne
habituace, aby bylo mozné zhodnotit miru habituace pfed vystavenim zvifat parovacimu sezeni.
Vzhledem k tomu, Ze data Wistar a Sprague Dawley zvifat nebyla oproti datim zvifat Long
Evans normalné rozloZena, pouzity Kruskaltiv-Wallistiv test odhalil statisticky vyznamny rozdil
[¥*(2) = 13.119, p = 0.01] mezi danymi skupinami zvifat v po¢tu transferti mezi kompartmenty.
Nasledna post hoc analyza objevila, ze béhem ttetiho habitua¢niho sezeni zvitata Long Evans
pfechazela mezi kompartmenty signifikantné vice nez Sprague Dawley [U = 52.000, p = 0.005
(2-tailed)] a Wistar [U=11.500, p =0.001 (2-tailed)]. Mezi skupinami Sprague Dawley a Wistar
nebyl rozdil [U = 201.500, p = 0.060 (2-tailed)]. Primérné hodnoty transfer jednotlivych
kmeni zvitat jsou zobrazeny v grafu ¢. 1A.

Pro doplnéni byl analyzovan také Cas straveny ve svétlém kompartmentu béhem tretiho
dne habituace. Stejné jako u poctu transferti, hodnoty ¢asu straveného ve svétlém kompartmentu
byly u zvitat Long Evans normaln¢ rozlozené oproti hodnotam zvirat Wistar a Sprague Dawley.
Z toho diivodu byl pouzit neparametricky Kruskaltiv-Wallistv test, ktery odhalil signifikantni
rozdil mezi Casy zvifat jednotlivych kmenl strdvenym ve svétlém kompartmentu [}2(2) =
30.367, p < 0.001]. Post hoc analyza upfesnila, ze potkani Wistar travili ve svétlém
kompartmentu signifikantn€ méné ¢asu nez Sprague Dawley [U = 24.000, p = 0.001 (2-tailed)]

1 Long Evans potkani [U = 15.000, p = 0.002 (2-tailed)]. Mezi zvifaty kmene Sprague Dawley
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a Long Evans nebyl nalezen rozdil [U = 90.000, p = 0.119 (2-tailed)]. Primérné hodnoty ¢asti

stravenych zvitfaty ve tmavém kompartmentu jsou zobrazeny v grafu 1B.
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Graf 1 Porovndni chovdni zvifat jednotlivych kmenit potkana béhem ti'i habituacnich sezeni. (A) Pocet
transferl zvifat mezi kompartmenty experimentalni aparatury byl u zvifat kmene Long Evans signifikantn¢ vyssi
nez zvitat Sprague Dawley a Wistar. (B) Doba zviraty stravena ve svétlém kompartmentu oproti tmavému byla u

zvitat kmene Wistar vyznamné nizsi. Z téchto dtivodii byla pro finalni experiment vybrana zvifata Wistar.

Hladina statistické signifikance byla stanovena na p < 0.05. Signifikantni rozdily byly oznaceny pomoci *. Data
jsou zobrazena jako primérné hodnoty + SEM.

4.1.2 Vliv velikosti a tvaru priichodu v rozdélovaci prepazce

Ziskana data o poctu transferti mezi kompartmenty nebyla normaln¢ rozlozena a z toho diivodu
byl pouzit neparametricky Manniiv-Whitneyuv test, ktery neprokazal statisticky rozdil mezi
poctem transfert zvirat pti pouziti standardniho prichodu (CD) a Sirokého prichodu (WD) [U
=218.500, p = 0.156 (2-tailed)]. Primérné hodnoty poctu transferti jsou uvedeny v grafu €. 2A.

Hodnoty ¢asu stravenych ve svétlém kompartmentu béhem tietiho dne habituace byly
analyzovany pomoci jednocestného ANOVA testu. Vysledky ukézaly, Ze zvifata testovana za
pouziti WD travila ve svétlém kompartmentu signifikantné méné Casu, nez zvirata testovana
s CD [F(1, 49) =0.9797, p = 0.003]. Primérny cas straveny ve svétlém kompartmentu pro obé

testované supiny jsou zndzornény v grafu 2B.
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Graf 2 Porovndni chovdni zviFat za pouZiti riiznych pricchodit v rozdélovaci piepdZce. (A) PoCet transferl zvirat
mezi kompartmenty experimentalni aparatury nebyl v aparaturach s riznymi prichody rozdilny. (B) Doba zviraty
stravena ve svétlém kompartmentu oproti tmavému byla béhem tfetiho habitua¢niho sezeni signifikantné nizsi za
pouziti Sirokého prichodu v pfepazce. Pro finalni experiment byl vybran Siroky priichod v rozdélovaci pfepazce.
Hladina statistické signifikance byla stanovena na p < 0.05 a vyznamny rozdil byl oznacen . Data jsou

zobrazena jako primérné hodnoty + SEM.

4.1.3 Testovani finalniho protokolu ulohy OTTER

Na zakladé predchozich vysledka byl ptivodni design ulohy OTTER v nékolika parametrech
obménén a byl tak vytvoren findlni protokol tlohy. Experimentalni aparatura byla vybavena
pfepazkou s nizkym a Sirokym prichodem umoziujicim vizuédlni kontrolu celého prostiedi.
Testovani tohoto findlniho protokolu ulohy bylo provedeno s potkany kmene Wistar, nebot’
zvitata toho kmene byla v pfedchozich experimentech hodnocena jako nejvhodnéjsi. Zvirata
byla stfidavé vystavovdna dvéma rGznym kontextim prostiedi (A a B) béhem vSech 6
experimentalnich sezeni.

Béhem 15minutovych habitua¢nich sezeni preferovala zvifata tmavy kompartment jak
v kontextu A, tak v kontextu B. Bylo zji$téno, ze potkani, ktefi podstoupili prvni habituacni
sezeni v kontextu B, pfechazeli do svétlého kompartmentu signifikantn€ méné nez zvitata, ktera
prvni sezeni podstoupila v kontextu A (Manntiv-Whitneyiv test: Habl: U = 55,00, p = 0,008).
Z4dna dal$i sezeni se jiz kontexty neliila ani v po&tu transferi mezi kompartmenty (Manntiv-
Whitneyiv test: Hab2: U = 112,50, p = 0,775; Hab3: U = 72,00 p = 0,057, Hab4: U = 116,50, p
=0,899) ani v Case straveném ve tmavém kompartmentu (Mannliv-Whitneytv test: Habl: U =
94,00, p = 0,315; Hab2: U = 96,50, p = 0,361; Hab3: U = 97,00, p = 0,373; Hab4: U = 88,00, p
=0,213). Grafické znazornéni jednoznaéné preference zvirat tmavého kompartmentu aparatury

bez rozdilu mezi obéma kontexty prosttedi zobrazuje graf 3.
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Graf 3 Preference zviiat travit ¢as primdrné v tmavém kompartmentu aparatury béhem vech sezeni
experimentu (A - F). Béhem vsech sezeni a v obou kontextech travila zvitata ¢as pfedevsim ve tmavém

kompartmentu aparatury. Data jsou zobrazena jako primérné hodnoty + SEM.

Vzhledem k tomu, ze kazdé zvife bylo dvakrat habituovano na oba dva kontexty, bylo
dale zhodnoceno, zda jejich potfadi neznamenalo rozdil v hodnocenych parametrech. U prvni
skupiny zvifat za¢inajici experiment v kontextu A nebyl nalezen rozdil v poctu transferti mezi
kompartmenty ani v kontextu A (Wilcoxoniiv test: Z = - 0,473, p = 0,658) ani v kontextu B (Z
=-0,199, p =0,873). Zadny rozdil nebyl u této skupiny nalezen ani v ¢ase straveném ve tmavém
kompartmentu v kontextu A (Wilcoxonitiv test: Z =-0,879, p = 0,379), ani v kontextu B (Z = -
0,314, p =0,753). Ani v ptipadé druhé skupiny zvifat za€inajici experiment v kontextu B nebyl
nalezen rozdil v poctu pfechodii mezi kompartmenty (Wilcoxontv test: kontext A: Z = -0,063,
p = 0,964; kontext B: Z = -1,129, p = 0,283), ani v Case straveném ve tmavém kompartmentu
(Wilcoxoniv test: kontext A: Z = -0,549, p = 0,583; kontext B: Z =-0,879, p = 0,379)

Ze vsech zvitat bylo na zacatku parovaciho sezeni ndhodné vybrano 24 potkant, ktefi
byli vystaveni dvojici signalti CS-2s-US (testovana skupina), a zbylych 8 potkant bylo zatazeno
do kontrolni skupiny, kterd byla vystavena pouze CS. Jeden potkan testovaci skupiny byl
z experimentu vyloucen kvili setrvavani ve svétlém kompartmentu jiz béhem parovaciho sezeni
a nemohla mu tak byt pusténa CS-2s-US sekvence. Zastoupeni zvitat v jednotlivych skupinach
experimentu je zobrazen v grafu ¢. 4. Béhem parovaciho sezeni vSechna zvitata z testované
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skupiny (n = 23) po vystaveni dvojici signalii prebéhla do svétlého kompartmentu, primérny
¢as uteku byl 10,0 = 0,9 sekund (SEM) od zacatku CS. Zvitata, ktera béhem nésledujiciho
testovaciho sezeni méla vytvotrenou asociaci mezi stimuly a vykonala spravnou utékovou reakci
na CS (,respondenti®), byla v ut¢ku béhem parovaciho sezeni mirné rychlej$i nez pozdéji
nereagujici zvifata (9,3 s oproti 11,0 s) ale bez statistické signifikance (Manniv-Whitneytv test:
U =29 000, p =0,601). Zadné zvite z kontrolni skupiny (n = 8) po vystaveni CS nepiebéhlo do
svétlého kompartmentu.

Béhem prvnich 15 min testovaciho sezeni pfechazela zvifata mezi kompartmenty
vyrazné¢ mén¢ nez béhem prvnich 15 min péarovaciho sezeni (Wilcoxontiv test: Z = -2,762, p =
0,004) (parovaci sezeni, Mdn = 5,5, testovaci sezeni Mdn = 3). Ackoli se zdalo, ze potkani travi
vice Casu v tmavém kompartmentu béhem testovaciho sezeni (Mdn = 843,8 s) nez béhem
parovaciho (Mdn = 814,4 s), rozdil nebyl statisticky vyznamny (Wilcoxoniv test: Z = -0,843, p
=0,410). Mezi budoucimi respondenty a zvifaty, kterd nereagovala, nebyl statisticky vyznamny
rozdil ani v poctu ptfechodi mezi kompartmenty (Kruskalav-Wallisiiv test: H(2) = 1,384, p =
0,501), ani v dob¢ stravené ve tmavém kompartmentu (Kruskaltiv-Wallistv test: H(2) = 1,674,
p = 0,433) béhem prvnich 15 min testovaciho sezeni.

Pti testovacim sezeni byla dvojice signald piedstavena celkem 17 potkaniim testovaci
skupiny a 8 zvifatim z kontrolni skupiny. Sest potkanti testovaci skupiny bylo z experimentu
vylouc¢eno kvuli zapamatovani nechténé asociace CS s prostfedim tmavého kompartmentu a
nemohlo tak podstoupit testovaci sezeni. Zastoupeni zvifat v jednotlivych skupinach
experimentu je zobrazen v grafu 4. Po spusténi CS 59 % testovanych zvifat (n = 10) pteb&hlo
do svétlého kompartmentu do 10 s od spusténi CS. Primérny ¢as reakce byl byla 5,1 + 0,9
sekund (SEM) od za¢atku CS. Zadné z kontrolnich zvifat (n = 8) po vystaveni CS nepiebéhlo.
Rozdil mezi respondenty v testovaci a kontrolni skupiné byl statisticky vyznamny (Fishertv

exaktni test: p = 0,008 (2-tailed)).
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% Zarazena (n = 32) B Respondenti (n = 10)
W Vyfazeno pfi parovacim sezeni (n = 1) Nereagujici (n = 7)
B Vyfazena pfi testovacim sezeni (n = 6) M Kontroly (n = 8)

Graf 4 Zastoupeni jednotlivych skupin zvifat v experimentu testovdni findlniho protokolu tilohy OTTER. (A)
Rozlozeni celkového poétu zvitat zatazenych do experimentu (n = 32) a zvitat vyfazenych béhem parovaciho
sezeni (n = 1) nebo béhem testovaciho sezeni (n = 6). (B) Pomérové rozlozeni zvirat ve vyslednych skupinach dle
vykonu zvifat béhem testovaci faze OTTER. Skupina zvifat oznacend jako ,,respondenti® si vytvofila spravnou
asociaci CS-2s-US a po vystaveni samotnému CS unikla do bezpeéného svétlého kompartmentu (n = 10), zvifata
oznacena jako ,,nereagujici si asociaci ziejmé nevytvofila a na CS nereagovala (n = 7), zatimco kontrolni zvifata

byla v parovacim i testovacim sezeni vystavena pouze CS (n = 8).
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4.2 CAST 2: Aktivita hipokampu béhem OTTER

Déle byla hodnocena aktivita CA1 dorzalniho a ventralniho hipokampu zvifat testovanych
v uloze OTTER pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Detekovanim exprese
¢asného genu Arc, konkrétné jeho mRNA, byla aktivita bunék CA1 hodnocena u respondent,
nereagujicich, kontrolnich zvifat a také u zvifat, ktera na zdklad€ kontextudlni asociace
setrvavala béhem testovaciho sezeni pouze ve svétlém kompartmentu. Vizualizace Arc mRNA
je hojné vyuzivanou metodou pro zhodnoceni bunécné aktivity souvisejici s neuronalni
plasticitou (Gallo et al., 2018; Nikolaienko et al., 2018). Pomoci poskytnutého macra softwaru
Imagel] (verze 1.38, Schneider et al.,, 2012) bylo uréeno procentualni zastoupeni bunck
pozitivnich na Arc signél z celkového poctu neposSkozenych bunécnych jader nasnimanych
v pyramidalni vrstvé CA1 v obou ¢astech hipokampu. Mezi skupinami zvifat nebyl analyzou
zjistén signifikantni rozdil v poctu aktivnich bunék v dorzalnim ani ventralnim hipokampu.
Pro statistické porovnani procentudlniho zastoupeni na Arc pozitivnich bunék u
jednotlivych skupin zvifat byl pouzit jednosmérny ANOVA test. Bohuzel béhem ptipravy byly
nékteré vzorky poSkozeny, ¢imz se rapidn€ zmensSila velikost vzorku vhodného pro statistickou
analyzu (Respondenti: n =3, Nereagujici: n = 3; Kontroly: n = 2; Kontext: n = 2). Nebyly
zjiStény Zadné statisticky signifikantni rozdily v dorzalnim hipokampu [F(3,10) = 1,819, p =
0,244] ani ve ventralnim hipokampu [F(3,10) = 1,869, p = 0,236] mezi hodnocenymi skupinami
(viz Graf €. 5). Nicméné, jak je z grafu patrné, existuje jasny trend snizené exprese genu Arc
v dorzalnim hipokampu oproti jasnému trendu zvySené exprese genu Arc ve ventralnim
hipokampu ve vSech skupindch vystavenych dvojici signdli (CS-2s-US) ve srovnani

s kontrolnimi zviraty.
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Graf 5 Procentudlni zastoupeni Arc+ bunék v CAI dorzalniho (A) a ventralniho (B) hipokampu. U zadné ze
skupin zvifat nebyl nalezen signifikantni rozdil oproti kontrolnim zvifatim nebo jiné skupiné. V grafech jsou

zobrazeny primérné hodnoty + SEM.

4.3 CAST 3: Role adultni neurogeneze u potkana v tiloze zavislé na hipokampu

Detailngjsi studium hipokampalni adultni neurogeneze byla vybréna loha aktivniho vyhybani
se mistu (AAPA), u které jiz byla jiz dfive prokdzana zavislost na hipokampu. Cilem
nasledujicich experimentii bylo zjistit, jakou roli v feSeni AAPA hraji pravé dozravajici nové
neurony v DG. Nase vysledky ukazuji, Ze po zablokovani adultni neurogeneze u potkant
dochazi k lepSimu pfeucovani jiz diive osvojené¢ho chovani. Samotné uceni aktivniho vyhybani

vSak nebylo ovlivnéno.

4.3.1 Kontrolni testy

Vzhledem k povaze plisobeni TMZ a k moznym vedlej$im G¢inktim, které jeho podavani mize
zpusobit (Koukourakis et al., 2009), bylo nejprve tieba stanovit vhodné davkovani této latky.
Cilem bylo nalézt takovou nejnizsi davku TMZ, kterd bude pro zvifata co nejméné Skodliva ale
zarovenn bude dostate¢né¢ UCinna v inhibici adultni neurogeneze v DG. V prvotnich
experimentech tak bylo tfem skupindm zvitat podavano TMZ v davce 10, 25 a 40 mg/kg télesné

hmotnosti.

63



Utinky TMZ na zdravotni stav zvifat byly na riiznorodé. Nejzakladngjsim hodnocenym
srovnatelnou s kontrolnimi zvifaty, mirné sniZzeni vahy se ukdzalo u obou vyssich davek TMZ.
Krevni rozbory vSech 1é€enych skupin zvifat ukdzaly vyznamné snizeni poctu leukocytt oproti
kontrolni skupin¢, které se ani po rekonvalescenci nedostaly na porovnatelné hodnoty
s kontrolami (Graf €. 6). Motorické schopnosti zvifat hodnocené na zaklad¢ chiize po dievéné
latce nebyly ovlivnény. Vzhledem k velmi nizkému poctu chyb (sklouznuti) nebyla data
statisticky analyzovana (Graf ¢. 6D). Pfi vizualnim hodnoceni byla zvifata 1é€end nejvyssi
davkou TMZ ve Spatném fyzickém stavu béhem samotné 1é¢by, stejn€ jako po uplynuti doby
rekonvalescence. Velmi slaba zvitata méla navic lysa mista na zatylku a za krkem. I kdyz ur€itou
ztratu ochlupeni vykazovala béhem 1écby také skupina lécena 25 mgkg TMZ, po
rekonvalescenci byl fyzicky stav zvifat shodny s kontrolnimi zvitaty.

Mezi lé€enymi skupinami byl odhalen rozdil v po¢tu BrdU+ bunék [ANOVA: F(3,24)
=22,969, p <0,001]. Nasledné post hoc testy ukazaly statisticky vice zna¢enych BrdU+ buné¢k
u kontrolni skupiny zvitat oproti vSem lécenym skupinam [Bonfferoniho test: v§e p < 0,001].
Konkrétné 10 mg/kg TMZ snizilo neurogenezi dospélych o 64 %, 25 mg/kg TMZ o 89 % a 40
mg/TMZ o 97 % (Graf 6E; Obr. 8).
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Graf 6 Vysledky testovacich experimentii s riiznymi davkami TMZ. (A) Pocet Cervenych krvinek a (B) pocet

bilych krvinek rizné lécenych zvitat ve tfech kritickych ¢asovych oknech experimentu (pted podanim TMZ, po

podani TMZ a po zotaveni zvifat. O oznacuje odlehlé hodnoty. (C) Zobrazeni zmén télesné hmotnosti zvifat

béhem experimentu. (D) Primérny pocet sklouznuti zvitat z dfevéné latky v jednotlivych skupinach a ¢astech

experimentu.  oznacuje u vSech predeslych grafii statisticky signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné

dosahujici hladiny signifikance p < 0.05. (E) Celkovy po¢et BrdU+ bun¢k v celém DG u zvitat 1é¢enych TMZ

v davkach 10 mg/kg, 25 mg/kg a 40 mg/kg nebo u kontrolnich zvitat. U vSech skupin 1é¢enych zvirat byl nalezen

signifikantni rozdil oproti kontrolnim zvitatim oznaéeny =, pro vSechna srovnani plati p < 0.001. VSechna data

jsou zobrazena jako primérné hodnoty + SEM.

I kdyz méla nejnizsi pouzitd davka TMZ (10 mg/kg) také nejnizsi dopad na zdravotni

stav zvifat, neurogeneze byla u této davky sniZena pouze o 64 %. Oproti tomu po vyssi davce
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TMZ (25 mg/kg) doslo ke snizeni neurogeneze az o 89 % s obdobnym efektem na stav zvifat.

Z tohoto diivodu byla pro hlavni behavioralni experiment zvolena davka 25 mg/kg TMZ.

A CDX+ buriky B BrdU+ buriky

ji:a gECTRY, "'3TMZ10m9'fk9_ : TMZ 10mg/kg ;;]

TMZ 40mg/kg i |

-

b

500pm

Obr. 8 Mikroskopické zobrazeni DCX+ a BrdU+ bunék u jednotlivych testovacich skupin. (A) Zobrazeni
DCX+ bunék obarvenych v DG hipokampu pro jednotlivé testovaci skupiny zvitat. (B) Pfiklady barvenych
BrdU+ bun¢k v DG hipokampu pro jednotlivé testovaci skupiny zvirat. Jednotlivé BrdU+ buiiky jsou oznaceny

¢ervenymi Sipkami.

4.3.2 Behavioralni vysledky v uloze AAPA
43.2.1 25mgkg TMZ

Hlavnim parametrem v uloze AAPA byl pocet chybnych vstupli do zakdzaného sektoru béhem
akvizi¢nich (ACQ1-ACQ4) i pfeucovacich (REV1-REV4) sezeni, ktery byl analyzovan pomoci
dvoucestného testu ANOVA s opakovanym méfenim. Celkové bylo takto analyzovan vykon 21
zvitat lé€enych TMZ v davce 25 mg/kg a 18 kontrolnich zvifat v akvizi¢nich sezenich a 20
kontrolnich a 21 Ié€enych zvitat béhem ptreucovani. U dvou kontrolnich zvitat probéhla analyza
pouze pieucovacich sezeni, nebot ziskana data z akvizice byla kviili chybé softwaru
nepouZzitelna.

Béhem pribéhu akvizice bylo zaznamenano celkové zlepSovani vykonu zvifat a
snizovani poctu chyb pomoci ANOVA testu s opakovanym méfenim [F(4,148) = 33,887, p <
0,001], ale pfimo mezi testovanymi skupinami zvitat nebyl nalezen rozdil [F(1,37) = 0,028, p =
0,869]. Béhem nasledného pteucovani dochazelo k postupnému zlepSovani vykonu zvirat
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[F(4,156) = 13,333, p < 0,001]. Oproti kontrolnim zvifatim, tak lécend TMZ dosahla
signifikantné nizsiho poctu chyb [F(1,39) = 9,583, p < 0,001]. Nasledna post hoc analyza
pomoci Gamesova-Howellova testu prokdzala vyznamné lepsi vykon lécenych zvifat
béhem REV1 (p = 0,0395), REV3 (p <0,001) aREV4 (p = 0,0115).

Mezi testovanymi skupinami zvifat nebyl pomoci ANOVA testu nalezen rozdil
v lokomoc¢ni aktivité béhem akvizice [F(1,37) = 1,573, p = 0,218] ani béhem pieucovani
[F(1,39)=0,272, p = 0,605]. Pro doplnéni bylo pocitano, zda zvirata z obou testovanych skupin
reagovala na elektricky Sok podobné pomoci vypoctu indexu uc¢eni dovednosti (Lobellova et al.,
2013), tedy vypoctu poméru mezi Soky a vstupy do sektoru (Soky + 1/ vstupy + 1). Perfektni
vykon zvitete bez jediného vstupu a Soku v zakédzaném sektoru by znamenal vysledek 1. Zvitata,
ktera nemaji takovou potiebu opustit sektor po obdrzeni prvniho Soku (at’ uz napiiklad z ditvodu
vEtsi pasivity zvifete nebo naptiklad nizsi citlivosti k bolesti), jsou hodnocena vy$§im pomérem
nez 1. Ve vysledku ale mezi experimentalnimi skupinami nebyl v tomto indexu uceni
dovednosti nalezen rozdil ani v akvizici [F(1,37) = 0,293, p = 0,591], ani béhem pifeucovani

[F(1,39) = 1,218, p = 0,276].

4322 10 mgkg TMZ

Aby bylo mozné stanovit, zda pozorované chovani zvitat bylo zpiisobeno pouzitou davkou
TMZ, byl i pfes podstatné niz§i vliv na redukci adultni neurogeneze dodate¢né proveden
dvoucestného ANOVA testu byly analyzovany pocty vstupti do zakazaného sektoru pro kazdy
den experimentu zvIast’ pro 18 1éCenych zvitat a 17 kontrolnich zvirat.

Béhem vSech sezeni prvni ucici faze experimentu (ACQ1-ACQ4) doslo k vyznamnému
celkovému zlepSeni vykonu zvitat [ANOVA: F(4,132) = 122,968, p < 0,001], nicméné nebyl
nalezen rozdil mezi skupinami zvitat v poctu vstupt [F(1,33) = 0,134, p = 0,717], ani nebyly
nalezeny mozné interakce mezi sezenimi a skupinami zvitat [F(4,132) = 0,233, p = 0,919].
Obdobné vysledky byly nalezeny pii analyze dat zjednotlivych sezeni pteucovaci faze
experimentu (REV1-REV4). I ptes celkové zlepSeni vykonu zvifat béhem vsech preucovacich
sezeni relaci [F(3,99) = 31,482, p < 0,001)] nebyl nalezen signifikantni rozdil v po¢tu vstupt
mezi skupinami [F(1,33) = 1,881, p = 0,179], ani priikkazné interakce [F(3,99) = 0,865, p =

0,462]. Nebyl nalezen ani rozdil mezi skupinami zvitat v celkové dob¢ stravené v plivodnim,

67



diive trestaném sektoru [T-test, t(33) = 0,696, p = 0,491], ¢imz bylo vylouceno mozné
perseveracni chovani jedné ze skupin.

Pro doplnéni byla také analyzovana celkova lokomoc¢ni aktivita zvifat. Nebyl nalezen
rozdil v uslé vzdalenosti béhem sezeni mezi skupinami zvitat ve fazi uc¢eni [ANOVA: F(1,33)
= 0,892, p = 0,352], ani v preucovani [F(1,33) = 0,003, p = 0,957]. Navic ani index uceni
dovednosti se mezi skupinami nelisil pti akvizici [F(1,33) = 0,365, p = 0,550] a ani pfi

preudovani [F(1,33) = 2,381, p = 0,132].
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Graf 7 Chovani zviiat béhem ulohy aktivniho vyhybani se mistu (AAPA). (A) Pocet chyb neboli vstupti do
zakazaného sektoru béhem akvizice (ACQ1-5) a preuc¢ovani (REV1-4) zvitat 1écenych TMZ v davce 25 mg/kg a
kontrol. (B) Pocet chyb béhem akvizice (ACQ1-5) a preucovani (REV1-4) zvirat 1écenych TMZ v davce 10
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mg/kg a kontrol bez signifikantniho rozdilu mezi skupinami. Data jsou zobrazena jako primérné hodnoty + SEM.
Hladiny statistické signifikance byla stanovena na p < 0,05 a * oznacuje statisticky signifikantni rozdil oproti

kontrolni skuping.

4.3.3 Korelace chovani a neurogeneze v dospélosti

Pozorovany trend lepsiho vykonu zvitfat po TMZ 1é€bé vede k zamysleni, zda by toto zlepsi
mohlo byt pfimo zéavislé na dosazené redukci neurogeneze v dospélosti. Z toho diivodu byl
pocet BrdU+ buné¢k kazdého zvifete korelovan s poctem chyb (vstupl do zakézaného sektoru)
béhem prvniho dne preucovaci faze (REV1) AAPA experimentu pomoci Pearsonovy korelace
(po logaritmické transformaci pro dosazeni normality dat). Pro tuto analyzu byla pouzita data
ze dne REV1 pravé z divodu vyssi naro€nosti pii pieu¢ovani nového umisténi sektoru. Pouze
od 27 zvirat (15 zvitat 1écenych TMZ 10 mg/kg, 12 kontrolnich zvitat) z pivodnich 40 byla
ziskana kompletni pouzitelna data pro analyzu. I pfes to, Ze byl objeven pozitivni trend mezi
poc¢tem BrdU+ bunék a poctem chyb v AAPA, vysledek nebyl statisticky signifikantni (TMZ: r
=0,419, p=0,060; CTR: »= 0,288, p = 0,182).
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Graf 8 Bodovy graf korelace poctu BrdU+ bunék s logaritmicky upravenymi hodnotami poctu vstupii do
zakdzaného sektoru u zvitat 1éCenych TMZ v davce 10 mg/kg (A) a u kontrolnich zvifat bez 1é¢by (B). Hodnoty

Pearsonova korela¢niho koeficientu a hladiny signifikance p jsou ptiloZeny pro kazdou skupinu.
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4.4 CAST 4: Vliv hypertenze na adultni neurogenezi

Posledni ¢ast prace byla zaméfena na hodnoceni krevniho tlaku a miry adultni neurogeneze u
dvou rozdilnych animalnich modeli hypertenze. I ptes objevené rozdily v hodnotach krevniho
tlaku u jednotlivych experimentalnich skupin, ani u jednoho z pouzitych modeld hypertenze
nebyl prokdzan rozdil v po¢tu dozravajicich bunék znacenych mitotickym markerem BrdU.

Vzhledem k nastalym metodologickym komplikacim, v prvnich experimentech byl
MAP analyzovan jen u 13 kaptoprilem lé¢enych a 12 kontrolnich SHR potkant. Pomoci t-testu
nezavislych vzorkl byl nalezen vyznamné niz§i MAP u lécenych zvitat [t(23) = 10,200, p <
0,001]. Z nasledn¢ analyzy poctu BrdU+ bunék u zvitat kmene SHR bylo odstranéno 5 zvifat,
nebot’ u nich pocty bunék presahovaly tiinasobek standardni odchylky od priiméru. To mohlo
délicich se bunék v DG. Pro analyzu tak byla pouzita data od 17 z celkovych 21 zvitat 1éCenych
kaptoprilem a 19 z celkovych 20 kontrolnich zvifat, mezi nimiz nezavisly vybérovy t-test
neprokazal zadné rozdily v poctu BrdU+ bun¢k [t(34) = - 1,298, p = 0,203] (Obr. . 9).

V druhém experimentu bylo pouzito 13 zvifat Dahl SS a 15 zvitat Dahl SR, u kterych
byl méten MAP. Snizeni poctu méfenych zvitat bylo opétovné zpisobeno metodologickymi
problémy béhem experimentu. Ziskana data byla analyzovana pomoci dvoucestného ANOVA
testu, ve kterém byly stanoveny dieta a kmen potkani jako nezavislé proménné. Podle
o¢ekavani, u potkanii Dahl SR byl nalezen signifikantné niz§i MAP nez u zvifat Dahl SS
[F(1,24) = 21,774, p < 0,001]. Ale nebyl nalezen zadny rozdil v celkovém MAP po podavani
vysoko slané diety [F(1,24)=2,735, p=0,111]. Nicmén¢ interakce mezi kmenem zvitat a dietou
byla témér signifikantni [F(1,24) = 3,276, p = 0,083]. Coz by mohlo nazna¢ovat mezikmenové
rozdily v citlivosti na stl ve stravé, jak bylo diive uvedeno v literatufe (Rapp a Dene 1985).

Déale byl analyzovan rozdil MAP podle podévané diety u kmentd SS a SR. U kmene Dahl
SS bylo nezavislym t-testem ukézano signifikantni zvySeni MAP zvifat po stravé s vysokym
obsahem soli ve srovnani s nizkosolnou dietou [t(11) = 2,435, p = 0,033]. U kmene Dahl SR
nebyl nalezen rozdil v MAP u zvifat na rozdilnych dietach [t(13) =- 0,114, p =0,911].

Analyza poctu BrdU+ bun¢k byla provedena u 13 zvifat Dahl SS a 15 zvifat Dahl SR.
Pomoci dvoucestného testu ANOV A nebyl nalezen vyznamny rozdil v poc¢tu Brdu+ bun¢k mezi

kmeny Dahl SS a Dahl SR [F(1,23) = 0,048, p = 0,829]. Efekt pfijmu soli na po¢et BrdU+ bun¢k
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nebyl nijak vyznamny [F(1,23) = 0,007, p = 0,934], ani nebyl nalezeny interakce mezi kmeny
zvifat a typem diety [F(1,23) = 0,408, p = 0,529].

100Em : 100um
L AR

Obr. 9 Mikroskopické zobrazeni Brdu+ bunék v DG SHR zvirat. (A) Piiklad DG zvitete kmene SHR 1é¢eného
kaptoprilem. (B) Pfiklad DG kontrolniho SHR zvifete. Konkrétni obarvené BrdU+ buiiky jsou oznaceny ¢ernymi

Sipkami.
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5 DISKUZE

Epizodicka pamét’ ukryva komplexni vzpominky kazdého jednotlivce na osobni udélosti, které
prozil (Crystal, 2018). Oproti jinym pamétovym systémiim, které uchovavaji pouze fakta,
epizodickd pamét ukladd velmi komplexni informace o celém kontextu dané udalosti.
Epizodicka pamét’ uklada vzpominky také na udalosti, o kterych pfedem nevime, Ze vzpominku
na né bude nékdy tfeba pomoci incidentalniho uceni (Craik & Tulving, 1975). Stejn¢ jako
v bézném zivote nas vétsinou pfedem nic neupozoriuje na dileZitost nastavajici situace. Navic
se mechanismy incidentdlniho a zamérného uceni mohou lisit (Kuhnert et al., 2013; Wang &
Giovanello, 2016). Z tohoto diivodu jsme piesvédceni, ze validni behavioralni uloha testujici
epizodickou pamét’ by neméla vyzadovat ptipravny trénink nebo opakovani, aby mohly byt
splnény podminky incidentalniho u€eni a zaroven nebyly ziskané vysledky zatiZeny nezadouci

familidrnosti stimult (Griffiths & Clayton, 2001; Panoz-Brown et al., 2018).

5.1 Vyvoj nové behavioralni ulohy OTTER

Pro pochopeni neuralniho pozadi epizodické paméti je prvnim krokem vyvinuti spolehlivé
validni behavioralni tilohy. Nasim cilem tak byla jednoducha uloha zamétena na asociaci Casove
oddélenych stimuli pomoci jednorazového uéeni. Uspéiné zapamatovana asociace se u zvifete
nasledné projevi takovym jasnym chovanim, Ze bude umoZiovat jednoznacné a rychlé
hodnoceni. Design nové lohy OTTER je zalozen na principu trace conditioningu doplnéném
o aktivni vyhybani se bezprostiednimu nebezpeci. Takto navrzené uspotfadani uspesné modeluje
dilezity incidentéalni prvek epizodické paméti, nebot’ jde o zapamatovani skutecnosti prozitych
pouze jedinkrat (Zentall et al., 2008; Zhou et al., 2012).

Hlavnim hodnoticim prvkem ulohy OTTER je behavioralni projev zapamatované
asociace CS-2s-US sekvence, tedy prebéhnuti zvifete z tmavého kompartmentu do svétlého.
Béhem prvotnich pokust bylo zjisténo, ze potkani kmene Wistar béhem habituace piechazeli
mezi kompartmenty méné nez potkani Long Evans a ze travili ve tmavém kompartmentu
signifikantné€ vice Casu nez zvitata Long Evans i Sprague Dawley. Ziskané vysledky jsou ziejmée
ovlivnény vyssi citlivosti albinotickych potkant vic¢i ostrému svétlu (Barker et al., 2010).

vvvvvv

Wistar zvifatim (Asano, 1986; Rybnikova et al., 2018). Z téchto vysledku jsme usoudili, Ze
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nejvhodnéjSimi zvifaty pro OTTER bude kmen Wistar. Navic bylo zjisténo, ze pii pouziti
Sirokého prichodu v rozdélovaci prepazce obou kompartmentid je dosazeno signifikantné
vyssiho €asu traveného ve tmavém kompartmentu nez pti pouzivani pivodniho prachodu, tak
jak jsme ptedpokladali dle dostupnych poznatki o exploraénim chovani hlodavci. Obé tato
opatfeni znamenala stabilnéj$i a predvidatelngj$i chovani zvifat omezujici ndhodny pohyb
zvitete, ktery by mohl byt pozdéji milné interpretovan jako reakce na CS.

Ve shod¢ s prvotnimi experimenty, zvifata postupujici finalni protokol ulohy OTTER
preferovala setrvavani v tmavém kompartmentu béhem 15minutovych habituacnich sezeni. I
kdyz zvitata zacinajici experiment v kontextu B béhem prvniho dne pfechazela do svétlé Casti
vyznamné méné, Zadné jiné rozdily mezi kontexty nebyly v prib&hu experimentu zaznamenany.
V prvni ¢asti testovaciho sezeni zvitata prechazela mezi kompartmenty signifikantné¢ mén¢ nez
pfedchoziho dne béhem pérovaciho sezeni, coz mohlo byt ddno vyssi opatrnosti nebo vétsi
nejistotou zvitat po ptedchozim nepiijemném zazitku.

Zjistili jsme, ze celkem 59 % zvitat je schopno si osvojit vyzadovanou asociaci stimula
jiz po jejim prvnim zaziti. Tento vysledek ukazuje relativni rovnovahu mezi respondenty a
nereagujicimi zvifaty (téméf 1:1). Pro dal$i vyzkum je vyhodou, Ze mira asociace nedosahla
maximalni mozné urovné, nebot’ nam dava prostor pro mozné zmény zlepSujici vysledek.
V pribehu testovaciho sezeni se vymezila dalsi skupina zvitat, u kterych se i pies vyuziti dvou
riznych kontextudlnich prostfedi boxii projevila silna averzivni kontextualni asociace ke
tmavému kompartmentu. Tato pro nas nezadouci asociace se u zvifat projevila vyhybanim se
tmavému kompartmentu béhem testovaciho sezeni a dlouhodobym setrvavanim ve svétle.

Z toho diivodu nebylo mozné tato zvifata opétovné vystavit podminénému stimulu.

5.1.1 Limitace ulohy OTTER

Tak jako kazda metoda, tak si také uloha OTTER nese své urcité limitace. PredevS§im kazdy
protokol jednordzového u€eni uz z principu vylucuje opakovand méteni, ktera jsou v nékterych
ptipadech sbéru dat vyhodna. DalSim omezenim je feSeni tlohy zavislé na propojeni vzniklé
asociace s motorickou ¢innosti zvifete. U zvitat nereagujicich na samotny CS si nemtizeme byt
jisti, jestli opravdu nedoslo k potebné asociaci stimuld. Neni mozné ov¢éfit, Ze si zvitata asociaci
sice vytvorila, ale nasledné si je nespojila s potiebnou utékovou reakci (¢emuz také nasvédcuje

zjisténa aktivita bun¢k v hipokampu, viz nize). Dal§im neopomenutelnym faktem je relativné
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velky pocet zvitat, ktery si vyvinul nevhodnou kontextudlni asociaci s prostiedim. Také i kdyz
OTTER pracuje s riznymi aspekty epizodického vzpominani, splnéni hlavniho ptedpokladu
pamatovani si co, kde a kdy se stalo, mize byt diskutabilni. Vysledna Gtékova reakce zvirete
jesté nemusi jednoznacné znamenat, ze si zvife pamatuje, kde a kdy bylo vystaveno sekvenci

CS-2s-US.

5.2 Aktivita hipokampu béhem OTTER

Pomoci vizualizace exprese ¢asné¢ho genu Arc byla detekovana aktivita bunék pyramidalni
vrstvy CA1 v dorsalnim a ventralnim hipokampu zvitat, kterd absolvovala finalni podobu tlohy
OTTER. Arc je jednim z prvnich gend, ktery se exprimuje v zavislosti na aktivité dané bunky.
Béhem velmi omezeného ¢asového okna po této aktivaci je vznikld Arc mRNA detekovatelna
v bunécném jadie pomoci metody fluorescencni in sifu hybridizace. I pies jistd metodologicka
omezeni je tato metoda dilezitym néstrojem pro vizualizaci konkrétnich bunék aktivnich béhem
behavioralniho testovani.

Dosud nepublikovand data ukéazala jasny trend podobné aktivace hipokampu
testovanych respondenti, testovanych nereagujicich zvifat a zvifat s osvojenou kontextualni
asociaci oproti kontrolam. I kdyz nebyla data statisticky signifikantni, maji silnou vypovédni
hodnotu. Vysledky naznacuji, ze vzhledem k podobné aktivaci bun€k v hipokampu mezi
respondenty a nereagujicimi zvifaty si testovana nereagujici zvifata mohla averzivni zazitek
pamatovat, ale oproti respondentim a zvifatim s kontextualni asociaci nenasly uspéSnou
strategii, jak se mu v pfipad¢ potieby piisté¢ vyhnout.

Predpokladame, ze pro né bylo problémem uvédomit si feSeni nastalé nebezpecné
situace utékem do druhého kompartmentu aparatury. U zvifat musi dojit k relativné slozité dvoji
asociaci nejen obou signali ale také signalu s adekvatnim chovanim, tedy utékem do svétla,
které zapticini naprosto bezpecné feseni situace. Jsme si védomi, Ze musi zvifata v této tloze
tesit dva po sobé nasledujici tikoly, které jsou samy o sobé obtizné.

Uloha OTTER je zaloZena na asociativnim udeni s prodlevou, stejné jako trace
conditioning Ulohy, ve kterych hraje CA1 hipokampu dilezitou roli v propojovani ¢asove
oddélenych udalosti (Rogers et al., 2006; Sellami et al., 2017). Propojeni hipokampu stejné jako
jeho oblasti CA1 s ostatnimi mozkovymi strukturami neni ve vSech ¢astech stejné, meni se jak

v proximodistalni, tak dorzoventralni ose (Soltesz & Losonczy, 2018). Uloha konkrétnich
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populaci CA1l bunék v ¢asovém propojovani vSak nebyla nikdy charakterizovana. Nase
predbézné vysledky potvrzuji rozdilnou funkci CA1 dorzalniho a ventralniho hipokampu,
kterou pfipisuje prave rozdilnému zapojeni téchto oblasti do neuralnich siti mozku. Navic naSe
vysledky poukazujici na vyssi aktivitu CA1 ventralniho hipokampu u testovanych zvitat oproti
kontroldm potvrzuji dileZitost této Casti hipokampu v Casové vazb€ v Ulohach trace
conditioningu, stejn¢ jako bylo jiz diive ukézano po 1ézich ventralniho hipokampu, které

zpusobily deficity v feSeni trace conditioning tloh (Czerniawski, 2008; Rogers et al., 2006)

5.2.1 Celkové shrnuti OTTER

Vyvinuli jsme novou behaviordlni ulohu OTTER typu frace conditioning, ktera vyuziva
druhové specifickych preferenci a ptirozené¢ho chovani testovanych zvitat. Tato asocia¢ni uloha
pro potkany je celkové jednoducha na provedeni, zajiStuje rychlé vysledky a v ptipad¢€ potieby
1ze protokol jednoduse obménit. Pro osvojeni potfebného uceni neni tfeba zvirata opakované
trénovat, cilend asociace dvou blizkych ale ¢asové oddé€lenych stimulii se ustanovuje jiz po
jednorazovém uceni. Tim je uloha zamétena specificky na incidentalni uceni, jeden z hlavnich
rystt epizodické paméti. Aspekt jednordzového uceni spole¢né s vyuzitim piirozenych
charakteristik testovaného zviifeciho druhu déla z predstavované ulohy vysoce ekologicky
validni model mechanismu paméti. I pies to, Ze pilotni data neprokdzala jasnou aktivaci
hipokampu v feseni této ulohy, vétime, Ze po doplnéni histochemickych dat bude toto spojeni
potvrzeno. Nova behavioralni lloha OTTER muzZe byt kvalitnim a pfinosnym nastrojem pro

detailngjsi vyzkum nékterych atributl epizodické paméti.

5.3 Role adultni neurogeneze u potkana v tloze zavislé na hipokampu

Cilem této casti prace bylo charakterizovat roli adultni neurogeneze v feSeni behavioralni tlohy
aktivniho vyhybani se mistu. Pro testovani byla ur¢ena uloha AAPA na Koloto¢ovém bludisti,
ktera se skladd z rychlé habituace na nové prostfedi arény, nasleduje faze samotného uceni
pozice zakazaného sektoru a experiment je zakoncen preucovanim zvifete na novou polohu
sektoru. Tato posledni faze preucovani je zavisla na schopnosti kognitivni flexibility (Hatalova

et al., 2017), ktera umoznuje ¢lovéku i zvifatim adekvatné reagovat na zménu prostiedi. Jak
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faze samotného uceni (Kubik et al., 2006), tak také schopnost preucovani (Burghardt et al.,
2012) jsou zavislé na spravné fyziologické funkci hipokampu.

Pro potieby experimentl byla adultni neurogeneze blokovana podévani temozolomidu
v dadvce 25 mg/kg. Toto davkovani se projevovalo vyssi inhibici neurogeneze za pomérné
nizkych vedlejSich ucinkii. Béhem behaviordlniho testovani AAPA byl prokdzano lepsi
preucovani potkanti se zablokovanou adultni neurogenezi, kteti béhem sezeni délali méné chyb
(vstuptr). Tyto vysledky jsou v rozporu s velmi podobnou praci Burghardta a kolegt (2012)
zamé&fenou na uceni mysi v tloze AAPA po zablokovani adultni neurogeneze ozafenim. Jejich
vysledky prokézaly silny deficit pravé v preucovani. Na ziskané vysledky ale mohlo mit vliv
hned nékolik dulezitych faktorti, jako jsou naptiklad samotny protokol experimentu nebo
velikost a stafi generace novych bunék, které byly v experimentu postihnuty. Zatimco v nasi
studii blokovani neurogeneze ovlivnilo buiiky, které by mély byt v dob& experimentu staré¢ 21-
49 dni, v Burghardtové praci byla zasazena mnohem Sir$i generace vznikajici dva mésice pied
samotnych experimentem. Se stafim nové dozravajicich bunék se ale velmi rychle méni jejich
funkce 1 zaClenéni do stavajici neuronalni sit¢ (Kim et al., 2012; Leuner et al., 2006), coz mize
mit silny vliv na vysledné uceni zvifat.

Redukce adultni neurogeneze muze zlepSovat generalizaci, zatimco velmi silna
neurogeneze muze mit pozitivni vliv na diskriminaci podobnych stimulii (Hersman et al., 2016).
Coz je vsouladu s naSimi poznatky, Ze snizeni neurogeneze vedlo k mensimu poctu chyb
v AAPA. V AAPA uloze je totiz zapotiebi urcité generalizace komplexniho pravidla vyhybani,
které je potteba si osvojit k co nejrychlejsimu preuceni. Na druhou stranu testovani opac¢ného
jevu diskriminace podobnych prosttedi, a tedy diskutované separaci podobnych vzorcii, by bylo
pomoci AAPA na Kolotocovém bludisti obtizné. Podle naseho minéni, by takovy experiment
vyzadoval pouze mirné pootoceni zakdzaného sektoru od plvodni lokace (oproti velmi
rozdilnému zrcadlovému umisténi sektoru béhem pieucovani) a podle pozorované aktivit zvirat
na Koloto¢ovém bludisti by to jejich chovani mohlo ovlivnit pouze minimalné€. Podle zdznamu
nachozené trajektorie zvifat béhem testu je ziejmé, Ze mirné posunuti sektoru by v mnoha
ptfipadech nemusel byt zvifetem vilbec zaznamenén, nebot’ se v t€ch mistech 1 dosud zdrzuji
minimaln€. Kromé¢ toho s rostouci vzdalenosti mezi objekty schopnost jejich diskriminace
zavislé na adultni neurogenezi rychle klesa (Clelland et al., 2009; Morris et al., 2012).

Lepsi vykon 1écenych zvifat v pfeucovani vSak mize byt ovlivnény i jinymi okolnostmi
nezéavislymi pfimo na adultni neurogenezi. I kdyZ nebyl mezi skupinami zvitat nalezen rozdil
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v indexu uceni dovednosti, pfece jen existuje moznost, ze 1écba temozolomidem mohla ovlivnit
jiny nez sledovany fyzicky nebo mentalni faktor zvitat. V prvni fad¢ se nabizi naruSeni adultni
neurogeneze Vv jinych neurogennich nikdch nez v SGZ (Toni & Schinder, 2016). Pfimou
souvislost s provadénym experimentem muze mit vyvoj novych bunék v SVZ (Akter et al.,
2021) a tim také ovlivnéni pro zvifata tak dillezit¢tho pachového ¢iti v Kolotocovém bludisti,
kde je pro zvife zdsadni vnimani vlastnich pachovych znacek zanechanych na arén¢. Nicméné
tyto vjemy hraji pro zvife stejnou roli jak v akvizici, tak v pfeucovani, takze by se pozorované
zlepSeni mélo podle této teorie tykat také akvizice.

Hlavnim nedostatkem této studie je nedostatecnd charakterizace BrdU+ bunck.
Vzhledem k tomu, Ze pomoci adultni neurogeneze v DG mohou vznikat i jiné bunécné typy nez
samotné neurony, chybi zde rozliSeni BrdU+ bunécénych typt, jejichz vznik omezeny
temozolomidem mohl mit také vliv na vysledné chovani zvifat. Nicmén¢ dle literatury tvoii vice
jak 80 % takto nov¢ dozravajicich bun¢k v DG praveé neurony (Leuner et al., 2010; Waddell &
Shors, 2008), takze efekt jinych zasazenych bunécnych typt nemusel hrat vyznamnou roli. Ze
ziskanych behavioralnich vysledka bylo nadale velmi patrné, Ze se celkové vSechna zvirata
testovana v prvnim experimentu (Experiment s vyuzitim davky 25 mg/kg TMZ) u¢ila mnohem
pomaleji nez vSechna zvifata v druhém experimentu (Experiment s vyuzitim davky 10 mg/kg
TMZ). Takovy vliv na celkové chovani zvitat v bludisti mohlo mit rozdilné ro€ni obdobi, ve
kterém k experimentim do$lo (zima vs. 1éto). U zvifat mize dochazet k rozdilim v uceni a
paméti nebo v chovani spojeném s bolesti k sezonnim vykyvim (Ferguson & Maier, 2013;
Rochais et al., 2021).

I pfes tyto rozdily naSe studie ukdzala zlepSeni flexibilniho pfeucovani u zvifat

wrwe

generalizace.

5.4 Vliv hypertenze na adultni neurogenezi

Hypertenze mtize mit u ¢lovéka (Santisteban et al., 2023) 1 u zvitat vazné nasledky (Duchemin

et al., 2013). Mimo jiné mize mit negativni vliv na rtizné kognitivni schopnosti (Duchemin et

vvvvvv

neurogenezi (Hwang et al., 2008; Pietranera et al., 2010). V pfipadé experimentu se zvifaty

77



kmene Dahl byla prokazana tspé$na indukce vysokého krevniho tlaku po podani vysoko slané
diety zvifatiim citlivym na stil (Dahl SS) oproti zvitatim Dahl SR, na jejichZ krevni tlak nemé¢l
obsah soli v potravé Zadny vliv. Ani u jednoho z obou kmenti zvitat Dahl nebyl nalezen rozdil
v poctu BrdU+ bunék, a to v zavislosti na citlivosti zvitat k soli, tak ani v podle obsahu soli ve
strave.

Hlavnim cilem experimentalnich studii zaméfenych na hypertenzi je renin-
angiotenzinovy systém, skrze ktery je krevni tlak fizen (Su et al., 2021). V diivéjsich studiich
rizné metody blokovani angiotenzinového systému adultni neurogenezi podpoftilo (Ping et al.,
2014), at’ uz prostfednictvim inhibitori ACE (Jenrow et al., 2010) nebo naptiklad fyzickou
aktivitou (Mukuda et al., 2014). Oproti tomu v nasi praci jsme ale po podavani kaptoprilu,
inhibitoru ACE, zadny vliv na neurogenezi nepozorovali, stejn¢ jako prace Lee a kolegt (Lee
etal., 2012)

Rozdilnost poznatkli mezi jednotlivymi studiemi mtze byt z velké ¢asti ddna mnoha
odchylkami v designech nebo metodach jednotlivych studii. Pro vyzkum hypertenze je
dostupny vétsi pocet animalnich modelt, a neziidka se stava, Ze jsou mezi sebou porovnavany
dva odlisné kmeny zvifat. Mohou se ale objevit rozdily také naptiklad ve véku zvifat nebo ve
zpusobu jejich 1é¢by. Ziskana data jsou tak velmi heterogenni.

Hlavnim omezenim studie je, Ze pomoci BrdU nebyla hodnocena adultni neurogeneze 1
v jinych fazich zrani novych bunék. Stejné jako u nasich piedchozich experimentti bylo zvoleno
pouze takové Casové okno zrani rozhodujici pro uceni a pamét’ (Schmidt-Hieber et al., 2004).
Navic jak bylo feceno, BrdU znaceni také nijak nerozliSuje konkrétni bunécné typy, které nebyly
v této studii charakterizovany ani jinym zptisobem.

V nami provedenych experimentech nebylo potvrzeno, ze by hypertenze u dvou raznych
animalnich modelti méla jakykoliv vliv na pocet nové proliferujicich bungk, a tedy nebyla
ovlivnéna mira adultni neurogeneze u téchto zvirat. Oproti dostupné literatufe se naSe prace

lisila v n€kolika metodologickych aspektech, které mohly byt pfi¢inou, Ze se ndm nepodatilo

vvvvvv
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6 ZAVER

Tato préace si kladla za cil vyvinout novou behavioralni ulohu na testovani jednordzového
asociativniho uceni, objasnit roli novych neuronii v hipokampu a zjistit vliv hypertenze na miru
neurogeneze v hipokampu. VSechny cile této prace byly splnény. OTTER je jednoducha uloha,
ve které si ma zvife zapamatovat asociaci mezi dvéma stimuly. 59 % zvifat si s jistotou vytvofilo
tuto asociaci. Pomoci exprese ¢asného genu Arc jsme ale zjistili, ze 1 zvitata, kterd se tilohu
nenaucila, maji podobny profil exprese genu Arc oproti kontroldm. Odstranénim adultni
neurogeneze v rozmezi 4-7 tydnti pred behaviordlnim testovanim jsme zjistili, ze snizena mira
neurogeneze prospiva preucovani. Tento neCekany vysledek vysvétlujeme zvySenou mirou
generalizace, ktera v ptfipad¢ ulohy Koloto¢ového bludisté mtze vést k lep§imu preu¢ovani. Na

zavér jsme ukazali, ze hypertenze nema vliv na miru adultni neurogeneze.
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7 SOUHRN

Predkladand dizertacni prace se zabyva vyvojem nové asociacni tlohy OTTER pro zvifata
testujici dulezité aspekty epizodické paméti, dopadem adultni neurogeneze na kognitivni
flexibilitu a u¢inky hypertenze na neurogenezi. Studie se snazi piispet k pochopeni pamét'ovych
procest a neurologickych faktorii ovliviiujicich funkce souvisejici s paméti.

Na rozdil od jinych pamétovych systéml musi epizodicka pamét’ zachytit I vzpominky
1 na situace, které se nezdaly byt prilis dilezité a jejichz zapamatovani nebylo védomé. Tento
aspekt zdlraznuje rozdil mezi mechanismy ndhodného a zdmérného uceni v pamétovych
procesech. Primarnim cilem tohoto vyzkumu bylo vytvofit validni behaviordlni ulohu pro
studium epizodické paméti. Uloha OTTER je uréena pro testovani jednordzového uceni se
zaméfenim na asociaci dvou Casové blizkym ale piesto oddélenych stimulll. Pro experimenty
byli vybrani potkani kmene Wistar, protoze vykazovali optimalni behavioralni charakteristiky.
Vysledky naznacuji, ze zvitata si dokazi vytvofit nezbytnou asociaci jiz po jediné expozici.
Nova tloha OTTER nabizi pfilezitost pro budouci vyzkum dutlezitych atributi epizodické
paméti.

OTTER, stejné jako kazdda metoda, md sva omezeni. Jednordzové uceni vylucuje
opakovana méfeni, coz omezuje moznosti sbéru dat. ReSeni ulohy se navic opira o spojeni
asociace s motorickou aktivitou zvifat, takZe je ndrocné ovéfit, kterd z téchto dvou moznosti je
u zvifete pfi¢inou ptipadného netspésného uceni. Vykon nékterych zvitat v tloze je navic
ovlivnén nezadouci kontextualni asociaci. Navic je brana v tivahu také nekoncici védecka
diskuze o moznostech epizodického pamatovani u zvirat.

Dulezitym propojenim UspéSného feSeni OTTER s hipokampem potkanl se zvySuje
validita této nové ulohy v souvislosti s vyzkumem rdznych aspekti paméti. Predbézné a
prozatim nepublikované vysledky naznacuji podobnou aktivaci hipokampu u nereagujicich
zvitat a zvitat s kontextovymi asociacemi oproti kontroldm, i kdyz nebylo dosaZeno statistické
vyznamnosti. Studie naznafuje potencidlni vliv oblasti CAl ventrdlniho hipokampu na
temporalni vazbu oddélenych udalosti béhem podminovacich uloh.

Dalsim cilem prace bylo objasnéni role adultni neurogeneze v kognitivni flexibilité
pomoci Ulohy aktivniho vyhybéani se mistu na koloto€ovém bludisti. Neurogeneze byla u
dospélych zvitat blokovana cytostatickym temozolomidem a na rozdil od ptedchoziho vyzkumu

vykazovala zvifata se snizenou neurogenezi lepsi schopnost preu¢ovani. Tyto kontrasty mohly
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byt zptisobeny napiiklad rozdilnostmi ve véku zvitat nebo jinymi odliSnostmi v provedeni
experimentu.

Posledni zkoumanou otdzkou v této praci byl mozny vliv hypertenze na neurogenezi
dospélych zvifat u dvou rtznych animalnich modelt. Vysledky ukazaly, Ze hypertenze
neovlivnila miru neurogeneze, coz je v kontrastu s nckterymi diiveéjSimi nalezy. Za tyto
nesrovnalosti by mohly byt zfejmé zodpovédné metodologické rozdily a heterogenni udaje v
této oblasti.

Tento vyzkum pfispiva k naSemu pochopeni pamét'ovych procest, behavioralnich ukolt
a neurologickych faktort ovliviiujicich funkce souvisejici s paméti. Zduraziiuje slozitost
vyzkumu paméti a nutnost peclivého zvazeni experimentalniho designu a metodologie pfi

interpretaci vysledkd.
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8§ SUMMARY

The presented dissertation deals with the development of new OTTER association tasks for
animals testing important aspects of episodic memory, the impact of adult neurogenesis on
cognitive flexibility and the effects of hypertension on neurogenesis. The study aims to
contribute to the understanding of memory processes and neurological factors influencing
memory-related functions.

Unlike other memory systems, episodic memory must also capture memories even of
situations that did not seem very important and the remembering was not conscious. This aspect
applies to the difference between incidental and intentional learning mechanisms in memory
processes. The primary goal of this research was to develop a valid behavioral task for the study
of episodic memory. The OTTER task is designed to test one-trial learning, focusing on the
association of two temporally close but still separate stimuli. Wistar rats were chosen for the
experiments because of the optimal behavioral characteristics. The results indicate that animals
can form the necessary association after just one exposure. The new OTTER task offers an
opportunity for future research on important attributes of episodic memory.

The OTTER, like any method, has its limitations. One-trial learning excludes repeated
measurements, which limits the possibilities of data collection. In addition, the solution of the
task relies on the connection of the association with the animal's motor activity, so it is difficult
to verify which of these two possibilities is the cause of the animal's possible unsuccessful
learning. In addition, the performance of some animals in the task is affected by an undesirable
contextual association. In addition, the never-ending scientific debate about the possibilities of
episodic remembering in animals is also considered.

The important connection of the successful OTTER solution to the rat hippocampus
increases the validity of this new task in the context of research on various aspects of memory.
Preliminary and yet unpublished results indicate similar hippocampal activation in
nonresponders and animals with contextual associations versus controls, although statistical
significance was not reached. The study suggests a potential influence of the CA1 region of the
ventral hippocampus on the temporal binding of separate events during conditioning tasks.

Another goal of the work was to clarify the role of adult neurogenesis in cognitive
flexibility using the active avoidance task on the Carousel maze. Neurogenesis was blocked in

adult animals by the cytostatic temozolomide and, in contrast to previous research, animals with
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reduced neurogenesis showed better reversal learning. These contrasts could be due to, for
example, differences in the age of the animals or other differences in the design of the
experiments.

The last investigated question in this work was the possible influence of hypertension
on the neurogenesis of adult animals in two different animal models. The results showed that
hypertension did not affect the rate of neurogenesis, which contrasts with some earlier findings.
Methodological differences and heterogeneous data in this area could probably be responsible
for these discrepancies.

This research contributes to our understanding of memory processes, behavioral tasks, and
neurological factors influencing memory-related functions. It highlights the complexity of
memory research and the need for careful consideration of experimental design and

methodology when interpreting results.
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