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Jednorazova asocia¢ni Gloha jako zakladni biologicky model
epizodické paméti

Abstrakt

Velmi dulezitou strukturou v mozku zvifete i cloveka je hipokampus. Pii studiu
jedné zjeho mnoha funkci, epizodické paméti u clovéka, se vyzkum stietdva
s omezenimi neinvazivnich metod. V tomto ohledu jsou velmi ndpomocné animalni
modely. Za ucelem detailniho studia raznych soucésti této schopnosti, byla v této
praci vyvinuta nova behavioralni asocia¢ni uloha pro testovani asociace Casove
blizkych ale oddélenych stimuli. Testovana zvifata byla vystavena sekvenci
zvukového podminéného stimulu a nepodminéného elektrické Soku, mezi kterymi
byla prodleva 2 vtefiny. 59 % testovanych zvifat si GspéSné osvojilo testovanou
asociaci 1 spravnou utékovou reakci pro feSeni Ulohy. Na zaklad¢ vysledkii by
mohla byt tzv. Jednorazova uloha parovaciho uceni s prodlevou cennym néstrojem
pro detailnéj$i pochopeni incidentalniho jednordzového uceni zvitrat dilezitého pro
epizodickou pamét. Dalsim dulezitym jevem zkoumanym v této praci je vznik
novych neurond v hipokampu béhem dospélosti a jeho vliv na uceni a flexibilni
pfeucovani. Po zablokovani neurogeneze zvifat temozolomidem byla testovana
schopnost zvifat naucit se vyhybat neviditelnému sektoru v tloze aktivniho
vyhybani se mistu. Flexibilita nauceného chovani byla nésledné sledovéana
pfemisténim zakazané¢ho sektoru. Pravé kognitivni flexibilita byla po zablokovani
adultni neurogeneze u potkanli podpofena. V poslednich experimentech byl testovan
vliv hypertenze potkanich modelti na adultni neurogenezi. Imunohistochemické
barveni neodhalilo rozdil v poctu novych bun€k v hipokampu mezi zvitaty
s riznymi hodnotami arteridlniho krevniho tlaku. Tato prace ptredstavila novou
moznost pro vyzkum epizodické paméti a poukazala na roli novych neuront ve

flexibilnim chovani.

Klicova slova: adultni neurogeneze, asociace, behavioralni neurovédy, epizodicka
pamét, hipokampus



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 1in 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 dilezitou schopnosti ¢lovéka. Je to
schopnost ulozit, uchovat, vybavit si a vyjadfit vzpominku véetné detailii o prostiedi
¢i mistu. Casto se miize nékolik po sobé& jdoucich samostatnych vzpominek sloZit a
spole¢né¢ dohromady vytvofit uceleny obraz cel¢ proZité epizody nasSeho Zivota
(Tulving, 2002) a polozit tak zaklady pro komplexni epizodickou vzpominku.
Dilezité pro epizodickou pamét’ je 1 to, ze musi ukladat vzpominky, 1 kdyz clovék
neni predem upozornén na duleZitost prozivané udalosti a to, Ze v budoucnu bude
vzpominku potiebovat.

Postupné se hromadi diikazy o tom, Ze podobny pamétovy systém ma;ji take
jini zivo¢ichové, ktefi si jsou také ¢asto schopni pamatovat detaily o tom, co, kde a
kdy se néco stalo (Clayton & Dickinson, 1998). Modelovat ptfirozené prostredi
zvitat a realistické situace, které by byly zaroven dostate¢né kontrolovatelné a které
by bylo mozné vyuzit pro vyzkum, je slozité. V soucasnosti jsou vSak moznosti
studia epizodické paméti u zvitat (i u lidi) velmi omezené. Hlavnim cilem této prace
bylo vyvinout ulohu, ktera pomiize objasnéni neurobiologickych podklada
jednorazového asociativniho uceni.

Nejdulezitéjsi mozkovou strukturou pro epizodickou pamét u lidi a jeji
obdobu u zvifat je hipokampus (Allen & Fortin, 2013; Moscovitch et al., 2016). 1
kdyz je vyzkum pfevazné zaméfen na plné maturovanou hipokampalni tkan,
soucasti diskuzi jsou také nové dozravajici bunky v gyrus dentatus (Fang et al.,
2018), které by mohly hrat roli pravé v kodovani prostorovych vzpominek (Gu et
al., 2012; Martinez-Canabal et al., 2013). Pro plné pochopeni mechanismu kédovani
epizodickych vzpominek je proto potieba porozumét i funkci neuronti, které
v hipokampu vznikaji v dospélosti. V neposledni fad¢ je dulezité pochopit, které
aspekty ovliviiuji miru adultni neurogeneze, a proto se tato prace zamétuje také na

vliv hypertenze na miru neurogeneze v dospélosti.



1.1. Epizodicka pamét

Pro vyvoj c¢lovéka stejné jako vSech dalSich ZivoCisSnych druhli na nasi Zemi je
pamét’ jednou z nejdilezitéjSich schopnosti, ktera nam napomahd adekvatné
reagovat v rliznych zivotnich situacich s ohledem na naSi historii. Koncepéné
kterém se staly (Baddeley, 2001). Zasadnimi charakteristikami epizodické paméti
Clovéka jsou podle Tulvinga (1985) obsah vzpominky (musi obsahovat co, kdy a
kde se stalo), schopnost mentalniho cestovani v €ase, pocit uvédoméni si sama sebe
nebo tzv. autonoetické védomi, tedy uvédoméni si sebe v minulé udélosti béhem
vzpomindni. Zkoumani takovych detailnich aspekti paméti je uUzce spojeno

s lidskou schopnosti verbalniho vyjadfovani, ktera nelze vyuzit u animdlnich

modelu.

1.1.1. Epizodicka pamét’ u zvirat
Protoze specifické vlastnosti epizodické paméti jsou ziejmé jedinecné jen pro
Cloveéka, zastdval Tulving nazor, ze epizodickou pamét zvifata mit nemohou
(Tulving, 1985, 2002; Tulving & Markowitsch, 1998). Podle nékterych oponenti
neni ale naSe neschopnost takové aspekty testovat ani jejich pripadna neexistence
diavodem k zavéru, ze zvifata epizodickou pamét’ nebo jeji obdobu viibec nemaji
(Morris, 2001; Tulving & Markowitsch, 1998).

I kdyz jsou pro nas Tulvingem navrzené aspekty prozivani vybavovani si
vzpominek u zvifat nepfipustné, mizeme sledovat alesponi behavioralni projevy
vybaveni si vzpominky. Clayton s kolegy (2003) pfiSla s behaviordlnimi kritérii pro
hodnoceni paméti zvitat podobné epizodické (episodic-like memory) na zakladé
svych predchozich experimentl se sojkami ktovinnymi (Aphelocoma coerulescens),
ve kterych poprvé ukdzala, ze zvirata takového konceptu podobného episodické
paméti jsou schopna. V ndvaznosti na tyto prvotni pokusy episodické paméti u
ptakli se zacaly objevovat dal$i obdobné prace a v soucasnosti jiz existuje mnoho

studii podporujicich ptitomnost episodické paméti nebo ji podobného systému u



ruznych Zivoc¢iSnych druhi (Zhou & Crystal, 2009; Fugazza et al., 2016; Hoffman
et al., 2009; Davies et al., 2022). I pres velké mnozstvi téchto dat je ale stale
otazkou, do jaké miry muize byt toto chovani povazovano za adekvatni odraz
epizodické paméti podobné té u lidi (Babb & Crystal, 2006; Suddendorf et al.,
2009). Kvili stale probihajicim diskuzim na toto téma se u zvifat pro lepsi orientaci
ustalil pojem navrhnuty Claytonovou: ,pamét’ podobnd epizodické®, poptipadé

,pamét co, kde, kdy‘ (Clayton & Dickinson, 1998).

1.1.2. Animalni modely paméti podobné epizodické u zvirat
Prvni behavioralni testy na tento typ paméti byly zalozeny na zdkladnich aspektech
co, kde a kdy u sojek (Clayton & Dickinson, 1998) a ptirozené vyuziva vrozené¢ho
potravniho chovani zvitete. Existuji ale 1 dal$i komplexni ulohy odkazané¢ na dlouhy
trénink a opakovand sezeni, jako naptiklad tlohy rozpoznavani pachti (Fortin et al.,
2004; Galizio et al., 2023; Uchida & Mainen, 2003). Bylo ukazano, ze tyto ulohy
jsou zavislé na spravné funkci hipokampu (Panoz-Brown et al., 2018). Nicmén¢
v tak komplexnich ulohach neni vylouceno, Ze zvifata vyuZzivaji 1 dalsi kognitivni
funkce kromé& epizodické paméti (napi. familiarnost, (Griffiths & Clayton, 2001;
Panoz-Brown et al., 2018).

V pfirozenych podminkach zvifata vétSinou nemaji moznost opakované
prozivat danou situaci, aby se ji mohli bezpe¢né naucit. Aby bylo mozZzné testovat
pro zvifata vice pfirozené situace, je tfeba pracovat také s behavioralnimi ilohami
zaloZenymi na jednordzovém vystaveni danému ukolu, ktery se zvifata musi naucit.
Navic jednim zptfedpokladli episodické paméti u cloveka je schopnost
incidentalniho uceni (Zentall et al., 2008; Zhou et al., 2012). Tedy kodovani
vzpominek na udalosti bez piedchoziho upozornéni na dllezZitost nastavajici
udalosti (Zentall et al., 2008).

I kdyZ maji behavioradlni ulohy s dlouhym pfipravnym tréninkem svoji

dilezitou funkei pii ziskavani poznatkli o mechanismu fungovani paméti podobné té



epizodické u zvifat, ueni a pamét’ v testech na jediny pokus predstavuji jedinecny

nastroj studia pro zvifata mnohem pftirozenéjSich situaci.

1.2. Hipokampus

Hipokampus je protdhld parova mozkova struktura ulozend 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. Hipokampus a s nim asociované struktury maji diillezity vyznam pro
pamét, motivaci, naladu a vniméni bolesti. Spole¢né se tento komplex struktur
oznacuje jako limbicky systém (Lovblad et al.,, 2014). Bunécnou organizaci je
hipokampus podobny klasickym korovym strukturdm (neokortex), ale svym
vnitfnim propojenim a pfevazné jednosmérnym tokem informaci je hipokampus
naprosto unikatni. Toto unikatni uzpiisobeni hipokampu je evolu¢né konzervovano

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

1.2.1. Funkce hipokampu
Hipokampus je spojovan s mnoha funkcemi. Dnes se nejvice uvazuje o spojeni s
ucenim a paméti (Squire, 1992). Konkrétné je hipokampus spojovan s epizodickou
paméti obsahujici komplexni informace o pribéhu udalosti (Stella et al., 2012).
Krom¢ toho je hipokampus dilezity pro prostorovou navigaci a nase vnimani
okolniho prostiedi (O’keefe et al., 1975) nebo pro tzv. kognitivni flexibilitu (Rubin
et al., 2014; Xiong et al., 2019).

1.2.1.1. Role hipokampu ve zpracovani paméti
Ztejmé nejvice zkoumanou funkci hipokampu je pravé jeho role v paméti.
Chronicky znamy pfipad Henryho Molaisona (znamého jako pacient H.M.) nebyl
jedinym takovym ptipadem, kdy se strukturdlni poSkozeni hipokampu u pacienta
projevilo piedev§im poskozenim paméti (Dickerson & Eichenbaum, 2010; Scoville
& Milner, 1957). Véaznost naruSeni paméti byla zavisld na mife poSkozeni

hipokampu a zpusobila ¢astecnou retrogradni a ve vaznych ptipadech i1 anterogradni
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amnézii (Scoville & Milner, 1957). Po téchto prvnich klinickych studiich bylo
jasne, ze hipokampus je ziejmé pro pamét’ zasadni.
1.2.1.2. Role hipokampu v prostorové navigaci

navrhl E.C. Tolman (1948) koncept prostorové navigace zprosttedkované vnitinimi
kognitivnimi mapami, které by mély slouzit jako mentalni reprezentace okolniho
prostiedi (Tolman, 1948). Nasledné byl uCinén pievratny objev specifickych
neuronil v hipokampu, konkrétné v oblasti CA1 a DG, jejichz aktivita se vztahovala
ke konkrétnimu mistu v prostiedi. Tyto neurony byly nazvany ,,place cells®“, tedy
neurony mista (O'Keefe & Dostrovsky, 1971), a svoji aktivitou reaguji pouze na
navSstiveni specifického mista prostiedi zvitete (O’keefe, 1976; O’keefe et al.,
velmi dilezité souhrnné praci O'Keefe a Nadela, podle které jsou pravé neurony
mista zdkladnimi stavebnimi kameny mentalnich (allocentrickych) kognitivnich
map vn&jSiho prostiedi, coz déla z hipokampu strukturu naprosto nepostradatelnou
pro schopnost prostorové navigace a reprezentace nejen okolniho prostoru ale take

riznych udalosti nebo zazitka spojenych s prostorem (O’Keefe & Nadel, 1978).

1.2.1.3. Role hipokampu v kognitivni flexibilite
Kognitivni flexibilita pfedstavuje schopnost zménit diive vyuzivanou behavioralni
nebo mentalni reakci na optimalngj§i chovani pro aktualni situaci. Zijici organismy
véetné Cloveka tak dokdzi adekvatné reagovat na zmény v prosttedi, bezprostfedni
nebezpeci nebo napiiklad odménu a trest v behavioralni tlloze (Armbruster et al.,
2012). Ackoliv je tato funkce primarné piipisovana oblasti prefrontadlniho kortexu
(Spellman et al., 2021), velmi dilezitou roli hraje také hipokampus (Anacker &
Hen, 2017). Po inaktivaci dorsalniho (Telensky et al., 2011) 1 ventralniho
hipokampu (Torres-Berrio et al., 2019) u potkanti se zhorSila jejich schopnost
pfeuceni se na nové podminky v behaviordlnich tlohach, jejichZ pivodni verzi se

pfed tim zvifata naucila. Navic bylo také pomoci neurozobrazovacich metod
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ukazano zapojeni hipokampu do flexibilniho feSeni testi u lidi (Monk et al., 2002;

Takahashi et al., 2008).

1.2.2. Neurogeneze v dospélém mozku
Prvni zminky o mozné adultni neurogenezi u potkand, tedy kontinualniho vyvoje
novych neuront v dospélosti, se objevily v sedmdesatych letech. Molekuly
znaceného [*H]-tymidinu se inkorporuji do DNA dé&licich se bunék a kromé& dalsich
byla jeji akumulace zjisténa pravé v mozku potkantii (Altman, 1962). Postupem ¢asu
a s novymi metodami byly znamky neurogeneze v dospélosti objeveny 1 u dalSich
druhti Zivoc¢icha (Cayre et al., 2007; Font et al., 2001; Goldman & Nottebohm,
1983; Gould et al., 1999).

Neurogenezi  béhem  dospélosti  pozorujeme  ptfedevSim v oblasti
subventrikuldrni zény (SVZ) lateralnich komor a subgranularni zény (SGZ)
hipokampalniho gyru dentatu (Alvarez-Buylla & Lim, 2004). I kdyZ se vyvoj bun¢k
v obou hlavnich neurogennich zénach lisi (Doetsch et al., 1997; Toni & Schinder,
2016), v SVZ 1 SGZ se nachézi neuralni kmenové buiiky (NSCs), které mohou
proliferovat a dat tak vzniknout novym multipotentnim progenitorovym bunkam
(NPCs) (Kempermann & Gage, 1999; Reynolds & Weiss, 1992). Tyto bunky se
rychle déli a vytvareji migrace schopné neuroblasty, ze kterych se mohou vyvinout
neurony (Alvarez-Buylla & Lim, 2004).

Nové maturujici neurony ze subgranuldrni zény migruji do sousedni
granuldrni vrstvy a zlstdvaji ulozené v gyrus dentatus, kde jsou integrovany do
stavajici sit¢ granularnich bun¢k (Brandt et al., 2003). Nové granularni buitky DG
ziejm¢é maji roli v zdkladnich hipokampdélnich funkcich jako jsou uceni a pamét,
véetné té epizodické (Leuner et al.,, 2006). Dalsi prace také dokladaji, ze
neurogeneze v dospélosti mize mit roli v prostorovém uceni (Kee et al., 2007;
Stone et al., 2011), nebo napiiklad ve vybavovéni si vzpominek spojenych se
strachem nebo stresem (Kirby 2012) a miize mit vliv na naladu nebo kognitivni

flexibilitu (Anacker & Hen, 2017).
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2. CILE DIZERTACNI PRACE

Vzhledem k souasnym omezenym moznostem testovat u zvirat pamét’ podobnou té
epizodické bylo hlavnim cilem této dizerta¢ni prace vyvinout asocia¢ni ilohu
pro laboratorni potkany. Zaroven byl kladen diiraz na takové provedeni tlohy, které
by odrazelo v ptirod¢ zna¢né pravdépodobnou situaci, kdy je nezbytné pamatovat si
udalosti jiz napoprvé. Postupnymi Gpravami 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
zvifat je zdsadné zavisla na sprdvné funkci hipokampu. DalSim krokem k validaci
nové behaviordlni ulohy bylo tedy ovéieni, zda je vykon a spravné naucené reSeni
nové ulohy asociovano s aktivaci hipokampu porovnadnim miry exprese ¢asného

genu Arc v této struktuie u uspéSnych, netispésnych a kontrolnich zvitat.

Pamét'ova uloha aktivniho vyhybani se mistu (AAPA) na KolotoCovém
bludisti byla jiZ v minulosti spojena se spravnym fungovanim hipokampu. Souc¢asna
prace zkouma roli nové dozravajicich neuroni v DG potkani na uceni a

preucovani v této behavioralni lloze AAPA.

Poslednim cilem této prace bylo zjistit mozny vliv u lidi velmi rozSifené
arterialni hypertenze na miru hipokampalni neurogeneze v dospélosti. Za
pouziti dvou animélnich modelll hypertenze byl sledovan pocet nové dozravajicich

neuronll v gyru dentatu hipokampu.
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3. METODIKA
3.1. Zvirata

Pro vSechny experimenty byli pouziti samci potkant kmene Wistar (n = 49,
ENVIGO), Long Evans (n = 78, mistni chov FGU), Sprague Dawley (n = 70,
ENVIGO), Spontanné hypertenzni potkani (n = 41, mistni chov FGU) nebo potkani
kmene Dahl (n = 40, mistni chov FGU). Veskera manipulace se zvifaty probihala
striktng dle platného zékona 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. Behavioralni aparatury

3.2.1. Jednorazova uloha parovaciho uceni s prodlevou (OTTER)

Nova behavioralni uloha OTTER byla vyvinuta za pouziti odhlu¢néného prostiedi
podminovacich boxti (TSE Systems GmbH, Némecko), ve kterém se nachézi
plastovy box o rozmérech cca 45 x 45 cm s kovovou podlahovou miizkou slozenou
z paralelné ulozenych tycek (primér 0,5 cm, rozte¢ 1,5 cm). Tento box je rozdélen
pro zvife stale otevienym nizkym prichodem (4 x 40 cm) na dvé¢ stejné Casti o
rozmérech 22,5 x 45 cm. Jedna z téchto Casti ma tmavé stény 1 strop (cca 3 Ix,
tmavy kompartment) a naopak druha ¢ast je prithlednd a dodate¢né osvétlend (cca
1090 Ix, svétly kompartment).

Prvni ¢tyfi dny experimentu probihala fiaze tzv. habituace. Zvifata byla
vkladdna do tmavého kompartmentu sttidavé vzdy kazdy den do jiného boxu
(stiidavé 2x kontext A a 2x kontext B). Paty den experimentu béhem tzv.
parovaciho sezeni, kdy byl experimentatorem manudlné 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 zvifete (US, 1mA) byly ukonceny

aktivnim prebéhnutim zvifete do svétlého kompartmentu. Nasledujiciho Sestého dne
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experimentu nastalo pro zvifata samotné testovaci sezeni, pii némz se ovéfilo, jak si

zvitata dokézala asociovat oba ¢asové oddélené stimuly.

3.2.2. Uloha aktivniho vyhybani se mistu na kolotocovém bludisti
Kolotocové bludisté (Carousel maze) je plochd kruhova aréna (82 cm v priiméru)
ohrani¢end prihlednou plastovou sténou (vysoka 60 cm), ktera je umisténa piiblizné
ve vySce 1 m nad zemi. Aréna pomalu rotuje rychlosti pfiblizné 1 otacky/min ve
sméru otaCeni hodinovych ruci¢ek. Softwarové je na aréné definovan sektor o
velikosti 60° vysece kruhu, ktery ziistavd vzhledem k mistnosti stabilni a neotaci se
spolecné s arénou. Vstup do sektoru je trestan mirnou elektrickou rankou do tlapek
potkana (200-600 pA, 50 Hz).

Prvni den Glohy AAPA je pro zvife habituacnim sezenim, které trva 20 minut
a béhem sezeni neni v bludiSti vymezen sektor pro vyhybani. Nasledujiciho dne
zalind sekvence 5 po sobé jdoucich dni, kdy zvife kazdy den podstupuje jedno
akvizi¢ni sezeni (ACQ1 — ACQ5). Pii téchto sezenich je jiz softwarové definovan
60° sektor, kterému se zvife uci vyhybat. Pokud se zvife spésné nauci vyhybat se
sektoru (stanovena hranice je max. 10 vstupil do sektoru za posledni ACQ5 sezeni),

nasledujici 4 dny probihaji sezeni pfeucovaci (REV1 — REV4). Rozdilem oproti

......

3.3. Medikace zvirat

Pro inhibici adultni neurogeneze byl vybran temozolomid (TMZ, Temodal® 20 mg,
Schering Plough, Némecko), ktery byl po rozpusténi aplikovan zvitatim
intragastrickou sondou chronicky po dobu 4 tydni.

Pro snizeni krevniho tlaku u spontdnné hypertenznich potkanii kmene SHR
byl zvifatim podévan antihypertenzni kaptopril (500 mg/l pitné vody po dobu 6
tyndi). Oproti tomu krevni tlak potkanii kmene Dahl byl ovliviiovan specialni
stravou bohatou na sl (4 % NaCl, Altromin C 1036) nebo dietou s nizkym
obsahem soli (0,04 % NaCl, Altromin 1324) podavanou zvifatim rovnéz po dobu 6

tydni. Po Sesti tydnech lécby byl u vSech potkanii v thiopentalové anestezii (50
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mg/kg) méfen primérny arterialni krevni tlak (MAP) ve femoralni tepné zvifete
pomoci meéficiho zatizeni MLT0380/D tlakového pievodniku a QUAD Bridge a
PowerLab/8SP (AD Instruments Ltd., Australie).

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

fyziologickém roztoku (20 mg/ml) dva tydny pted eutanazii (Garthe et al., 2009).

3.4. Histologie

3.4.1. Detekce genu ¢asné exprese Arc
Ihned po ukonceni testovaci faze nové behaviordlni tlohy OTTER byla zvitata
predavkovana koncentrovanymi parami isofluranu a ihned dekapitovana. Kazdy
mozek byl vyjmut a zamraZen v isopentanové lazni a pozdéji krajen na 20 um tenké
fezy (Leica CM 1850, Némecko). Po fixaci vzorkl byla intrajadern¢ ulozena Arc
mRNA hybridizovana (pfes noc, 56 °C) s pfipravenymi antisense riboprobami
znaCenymi digoxigeninem. Poté vazané riboproby v jadrech detekovany pomoci
antidigoxigeninové protilatky (Anti-Dig-POD, 1:300, Roche) asociované
s kfenovou peroxiddzou (HRP). Signal protilatky byl pro lepsi vizualizaci dodatecné

zesilen pouzitim tyramidoveého amplifikacniho systému (TSA-Cy3, Perkin-Elmer).

3.4.2. Imunohistochemie
Zvitata 1éCena pomoci TMZ a BrdU byla po testovani v uloze na kolotoCovém
bludisti ptredavkovana smési ketamin/xylazin (50 mg/kg) a néasledné transkardialné
perfundovana roztokem 4% paraformaldehydu. Nasledn¢ vyjmuté mozky byly jesté
dalSich 24 hod dodate¢né fixovany v PFA a postupné maceny v 10%, 20% a 30%
roztoku sachardzy pro kryoprotekce bunék. Po zamrazeni byly mozky koronalné
krajeny na fezy o Sitce 40 pm pomoci kryostatu (Leica 1850, Némecko).

Pro detekci BrdU pozitivnich bunék (BrdU+) bunék byla po omyti u fezl
nejprve deaktivovana aktivita endogennich peroxidaz. DNA byla 30 minut
denaturovana 2,5N HC1 pii 37 °C. Rezy byly inkubovany s priméarni anti-BrdU
protilatkou (1:500; klon BU1/75, Serotec OBT0030) pies dvé noci pii 4 °C a po
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oplachu se sekundarni biotinylovanou IgG protilatkou (donkey anti-rat antibody,
1:500, Jackson/Dianova,712-065-153). Dale byly inkubovany v roztoku
avidin/biotinového komplexu s konjugovanou kienovou peroxidazou (ABC elite kit
standard, PK6100, Vector Laboratories). Nakonec byl pouzit diaminobenzidin
(DAB, Sigma Aldrich, D5905) jako substrat kienové peroxidazy (0,25 mg/ml DAB
v PBS 5 0,01 % H202 a 0,04 % NiCl2). Podobné& byla pouzita 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) pro vizualizaci

doublekortin pozitivnich bunék.

3.5. Analyza dat a celkova statistika

Videozaznamy ze vSech behavioralnich experimentii byly analyzovany za pomoci
softwaru BORIS (verze 6.3.8.; Friard & Gamba, 2016). Behavioradlni data z Gillohy
AAPA byla analyzovana pomoci softwaru Carousel Maze Manager (Bahnik, 2013)
a softwaru Tracker (Track Analysis, Biosignal Group, USA).

Pro statistickou analyzu vSech ziskanych dat byl pouzit software IBM SPSS
Statistics (verze 23.0 a nov¢jsi, IBM Corp., 2017). Pokud ziskana data nespliiovala
parametrické predpoklady byla dale analyzovana neparametrickymi testy nebo bylo
pomoci vhodné transformace dosazeno jejich normalniho rozloZeni. Poté byla data
analyzovéana pomoci vhodného parametrického testu (analyza rozptylu (ANOVA)
nebo t-test). Prahova hodnota signifikance byla ve vétSin€ ptipadl stanovena na p =

0.05).

3.6. Vizualizace vyslednych dat
Jednotlivé vizualizace ziskanych dat byly vytvofeny pomoci softwartt IBM SPSS
Statistics (version 25.0, IBM Corp., 2017), Corel Draw (verze 2017) a R za pomoci
vizualizacni 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. Vyvoj nové behavioralni tlohy OTTER

Béhem 15minutovych habituacnich sezeni preferovala zvifata tmavy kompartment
jak v kontextu A, tak v kontextu B. Grafické znazornéni jednoznacné preference
zvitat tmavého kompartmentu aparatury bez rozdilu mezi obéma kontexty prostredi

zobrazuje Graf 1.
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Graf 1 Preference zviiat travit Cas primdrné v tmavém kompartmentu aparatury béhem viech sezeni
experimentu (A - F). Béhem vSech sezeni a v obou kontextech travila zvifata ¢as predevsim ve tmavém
kompartmentu aparatury. Data jsou zobrazena jako primérné hodnoty + SEM.

Ze vSech zvifat bylo na zaCatku parovaciho sezeni ndhodné vybrano 24
potkani, ktefi byli vystaveni dvojici signali CS-2s-US (testovand skupina), a
zbylych 8 potkant bylo zatfazeno do kontrolni skupiny, ktera byla vystavena pouze
CS. Zastoupeni zvitat v jednotlivych skupinach experimentu je zobrazen v Grafu 2.
Béhem parovaciho sezeni vSechna zvitata z testované skupiny (n = 23) po vystaveni
dvojici signala ptebehla do svétlého kompartmentu, priimérny ¢as utéku byl 10,0 £

0,9 sekund (SEM) od zacatku CS.
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Pti testovacim sezeni byla dvojice signalti pfedstavena celkem 17 potkanim
testovaci skupiny a 8 zvifatiim z kontrolni skupiny. Sest potkani testovaci skupiny
bylo zexperimentu vylou¢eno kvili zapamatovani nechténé asociace CS
s prosttedim tmavého kompartmentu. Zastoupeni zvirat v jednotlivych skupindch
experimentu je zobrazen v Grafu 2. Po spusténi CS 59 % testovanych zvitat (n = 10)
pieb&hlo do svétlého kompartmentu do 10 s od spusténi CS. Primérny cas reakce
byl byla 5,1 + 0,9 sekund (SEM) od zadatku CS. Zadné z kontrolnich zvifat (n = 8)
po vystaveni CS nepieb¢hlo. Rozdil mezi respondenty v testovaci a kontrolni

skuping byl statisticky vyznamny (Fishertiv exaktni test: p = 0,008 (2-tailed)).

A B

Zarazena (n = 32) W Respondenti (n = 10)
Vyfazeno pfi parovacim sezeni (n = 1) Nereagujici (n = 7)
B Vyiazena pii testovacim sezeni (n = 6) Kontroly (n = 8)

Graf 2 Zastoupeni jednotlivych skupin zviiat v experimentu testovani findlniho protokolu ulohy
OTTER. (A) Rozlozeni celkového poctu zvifat zafazenych 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 zvitfat béhem testovaci faze OTTER. Skupina zvifat oznacend jako
,respondenti® si vytvortila spravnou asociaci CS-2s-US a po vystaveni samotnému CS unikla do
bezpecného svétlého kompartmentu (n = 10), zvitata oznacena jako ,,nereagujici si asociaci ziejmé
nevytvortila a na CS nereagovala (n = 7), zatimco kontrolni zvitata byla v parovacim i testovacim sezeni
vystavena pouze CS (n = 8).

4.2. Aktivita hipokampu béhem OTTER

Pro statistické porovnani procentudlniho zastoupeni na Arc pozitivnich bunék u
jednotlivych skupin zvitat byl pouzit jednosmérny ANOVA test. Bohuzel béhem
piipravy byly nékteré vzorky poskozeny, ¢imz se rapidné¢ zmenSila 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 dorzdlnim hipokampu [F(3,10) = 1,819, p = 0,244] ani ve ventralnim
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hipokampu [F(3,10) = 1,869, p = 0,236] mezi hodnocenymi skupinami (viz Graf 3).
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 skupinach vystavenych dvojici signali (CS-2s-US)
ve srovnani s kontrolnimi zvitaty.

A Dorzalni hipokampus B Ventralni hipokampus

354 14

30 '|' 12 H T

% Arc+ bunék
e I
wm o (4] o ()]
| L
—
%
% Arc+ bunék
[\v] E [>] o]
1 1 1 |
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Graf 3 Procentudlni zastoupeni Arc+ bunék v CAI dorzdlniho (A) a ventrdlniho (B) hipokampu. U
zadné ze skupin zvitat nebyl nalezen signifikantni rozdil oproti kontrolnim zvifatim nebo jiné skuping. V
grafech jsou zobrazeny primérné hodnoty + SEM.

4.3. Role adultni neurogeneze u potkana v tloze zavisle na
hipokampu
4.3.1. Behavioralni vysledky v uloze AAPA
Béhem pribéhu akvizice bylo zaznamendno celkové zlepSovani vykonu zvifat
[F(4,148) = 33,887, p < 0,001], ale mezi testovanymi skupinami zvifat nebyl
nalezen rozdil [F(1,37) = 0,028, p = 0,869]. Béhem nasledného pieucovani
dochézelo k postupnému zlepSovani [F(4,156) = 13,333, p < 0,001]. Oproti
kontrolnim zvifatim, tak 1éCena TMZ dosahla signifikantné niz§iho poctu chyb
[F(1,39) = 9,583, p < 0,001]. Naslednd post hoc analyza pomoci Gamesova-
Howellova testu prokédzala vyznamné lepsi vykon 1é¢enych zvitat béhem REV1 (p =
0,0395), REV3 (p < 0,001) a REV4 (p = 0,0115). Mezi testovanymi skupinami

zvifat nebyl pomoci ANOVA testu nalezen rozdil v lokomocni aktivité béhem
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akvizice [F(1,37) = 1,573, p = 0,218] ani béhem pieucovani [F(1,39) = 0,272, p =
0,605].
4.3.2. Korelace chovani a neurogeneze v dospélosti

Pozorovany trend lepSiho vykonu zvitfat po TMZ 1é¢beé vede k zamysSleni, zda by
toto zlepSi mohlo byt pifimo zavislé na dosaZzené redukci neurogeneze v dospélosti.
Z toho divodu byl pocet BrdU+ bunck 27 zvifat (15 zvifat 1éCenych TMZ 10
mg/kg, 12 kontrolnich zvifat) korelovan s poctem chyb (vstupli do zakazaného
sektoru) béchem REV1 a 1 kdyz byl objeven pozitivni trend mezi poctem BrdU+
bunék a poctem chyb v AAPA, vysledek nebyl statisticky signifikantni (TMZ: r =
0,419, p =0,060; CTR: r= 0,288, p = 0,182).
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Graf 4 Bodovy graf korelace poctu BrdU+ bunék s logaritmicky upravenymi hodnotami poctu vstupii do
zakdzaného sektoru u zvitat 1éCenych TMZ v davee 10 mg/kg (A) a u kontrolnich zvifat bez 1écby (B).
Hodnoty Pearsonova korelacniho koeficientu a hladiny signifikance p jsou ptilozeny pro kazdou skupinu.

4.4. Vliv hypertenze na adultni neurogenezi

V prvnich experimentech byl MAP analyzovan u 13 kaptoprilem lé€enych a 12
kontrolnich SHR potkani. Pomoci t-testu nezdvislych vzorkil byl nalezen vyznamné
niz§1 MAP u lé€enych zvirat [t(23) = 10,200, p < 0,001]. Pro analyzu poc¢tu BrdU+
bunék byla pouzita data od 17 zvitat 1écenych kaptoprilem a 19 kontrolnich zvitat,
mezi nimiz nezavisly vybérovy t-test neprokazal rozdily [t(34) = - 1,298, p = 0,203].

V druhém experimentu bylo pouzito 13 zvitat Dahl SS a 15 zvitat Dahl SR, u
kterych byl méften MAP. Ziskand data byla analyzovana pomoci dvoucestného

ANOVA testu. Podle ocekavani, u potkani Dahl SR byl nalezen signifikantné niZsi
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MAP nez u zvitat 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]. Nicméné& interakce mezi kmenem zvitfat a dietou byla témét signifikantni
[F(1,24) =3,276, p = 0,083].

Analyza MAP dle podavané diety u kmenli SS a SR ukazala signifikantni
zvySeni MAP u Dahl SS 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 zvitat na rozdilnych dietach [t(13) =- 0,114, p =0,911].

Analyza poctu BrdU+ buné¢k byla provedena u 13 zvitat Dahl SS a 15 zvifat
Dahl SR. Pomoci dvoucestného testu ANOVA 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].
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5. DISKUZE

5.1. Vyvoj nové behavioralni tlohy OTTER

Pro pochopeni neurdlniho pozadi epizodické paméti je prvnim krokem vyvinuti
spolehlivé validni behaviordlni ulohy. NaSim cilem tak byla jednoduchad uloha
zaméfend na asociaci Casové oddélenych stimulit pomoci jednordzového uceni.
Design nové tlohy OTTER je zaloZen na principu trace conditioningu doplnéném o
aktivni vyhybani se bezprostfednimu nebezpeci. Takto navrzené uspoiadani aspésné
modeluje diilezity incidentalni prvek epizodické paméti, nebot’ jde o zapamatovani
skutecnosti prozitych pouze jedinkrat (Zentall et al., 2008; Zhou et al., 2012).

Ve shodé€ s prvotnimi experimenty, zvitata podstupujici finalni protokol ulohy
OTTER preferovala setrvavani v tmavém kompartmentu b&hem I15minutovych
habituacnich sezeni. I kdyz zvifata zacinajici experiment v kontextu B bé¢hem
prvniho dne piechazela do svétlé €asti vyznamné méné, zZadné jiné€ rozdily mezi
kontexty nebyly v priibéhu experimentu zaznamenany. V prvni ¢asti testovaciho
sezeni zvitata prechazela mezi kompartmenty signifikantné méné nez predchoziho
dne béhem parovaciho sezeni, coZ mohlo byt ddno vys$S§i opatrnosti nebo vétsi
nejistotou zvitat po predchozim nepiijemném zazitku.

Zjistili jsme, ze celkem 59 % zvifat je schopno si osvojit vyzadovanou
asociaci stimulli jiz po jejim prvnim zaziti. Tento vysledek ukazuje relativni
rovnovahu mezi respondenty a nereagujicimi zviraty (téméf 1:1). Pro dal$i vyzkum
je vyhodou, Ze mira asociace nedosdhla maximalni mozné urovnég, nebot’ nam dava
prostor pro mozné zmény zlepSujici vysledek. V prabehu testovaciho sezeni se
vymezila dalSi skupina zvifat, u kterych se 1 pfes vyuZiti dvou riznych
kontextualnich prostiedi boxli projevila silnd averzivni kontextudlni asociace ke
tmavému kompartmentu. Tato pro nas nezddouci 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.
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Tak jako kazda metoda, tak si také uloha OTTER nese své urCité limitace.
Ptedevsim kazdy protokol jednorazového uceni uz z principu vylucuje opakovana
m¢éfeni, kterd jsou v nékterych ptipadech sbéru dat vyhodna. Dal§im omezenim je
feSeni ulohy zavislé na propojeni vzniklé asociace s motorickou €innosti zvifete. U
zvitat nereagujicich na samotny CS si nemiZeme byt jisti, jestli opravdu nedoslo
k pottebné asociaci stimul. Neni mozné ovéfit, Ze si zvifata asociaci sice vytvorila,
ale nasledné si je nespojila s pottebnou Utékovou reakci (Cemuz také nasvédcuje
zjisténa aktivita bun¢k v hipokampu, viz nize). DalSim neopomenutelnym faktem je
relativné velky pocet zvitrat, ktery si vyvinul nevhodnou kontextualni asociaci
s prosttedim. Také 1 kdyz OTTER pracuje sriznymi aspekty epizodického
vzpominani, splnéni hlavniho pfedpokladu pamatovani si co, kde a kdy se stalo,
muze byt diskutabilni. Vysledna utékova reakce zvitete jest¢ nemusi jednoznaéné

znamenat, Ze si zvife pamatuje, kde a kdy bylo vystaveno sekvenci CS-2s-US.

5.2. Aktivita hipokampu béhem OTTER

Dosud nepublikovand data ukazala trend podobné aktivace hipokampu testovanych
respondentil, testovanych nereagujicich zvifat a zvifat s osvojenou kontextudlni
asociaci oproti kontroldm. I kdyz nebyla data statisticky signifikantni, maji silnou
vypovédni hodnotu. Vysledky naznacuji, Ze vzhledem k podobné aktivaci bunck v
hipokampu mezi respondenty a nereagujicimi zvifaty si testovand nereagujici
zvitfata mohla averzivni zazitek pamatovat, ale oproti respondentim a zviratim
s kontextudlni asociaci nenaSly UspéSnou strategii, jak se mu v pfipad€ potieby
ptisté vyhnout.

Ptedpokladame, ze pro né€ bylo problémem uvédomit si feSeni nastalé
nebezpecné situace Utékem do druhého kompartmentu aparatury. U zvitfat musi dojit
k relativné slozité dvoji asociaci nejen obou signalii ale také signédlu s adekvatnim
chovanim, tedy utékem do svétla, které zapti€ini naprosto bezpetné feSeni situace.
Jsme si védomi, Ze musi zvifata v této uloze tesit dva po sobé nasledujici ukoly,

které jsou samy o sob¢ obtizné.
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Uloha OTTER je zaloZena na asociativnim udeni s prodlevou, stejné jako
trace conditioning ulohy, ve kterych hraje CA1 hipokampu dilezitou roli
v propojovani asové oddélenych udalosti (Rogers et al., 2006; Sellami et al., 2017).
Propojeni hipokampu stejné¢ jako jeho oblasti CAl s ostatnimi mozkovymi
strukturami neni ve vSech castech stejné, méni se jak v proximodistilni, tak
dorzoventralni ose (Soltesz & Losonczy, 2018). Uloha konkrétnich populaci CA1l
buné¢k v ¢asovém propojovani vSak nebyla nikdy charakterizovana. Nase piredbézné
vysledky potvrzuji rozdilnou funkci CA1l dorzalniho a ventrdlniho hipokampu,
kterou pfipisuje praveé rozdilnému zapojeni téchto oblasti do neuralnich siti mozku.
Navic naSe vysledky poukazujici na vyssi aktivitu CAl ventralniho hipokampu u
testovanych zvitat, které podporuji diilezitost této v ¢asové vazbe v tlohach trace

conditioningu (Czerniawski, 2008; Rogers et al., 2006)

5.3. Role adultni neurogeneze u potkana v uloze zavislé na
hipokampu

Role adultni neurogeneze v feSeni behavioralni ulohy aktivniho vyhybani se mistu
byla testovana na Koloto¢ovém bludisti. Hlavné zavérecnd faze ulohy, tzv.
pfeucovani zvitete na novou polohu sektoru, je zavisla na schopnosti kognitivni
flexibility (Hatalova et al., 2017), ktera umoznuje Clovéku 1 zvifatim adekvatné
reagovat na zménu prostiedi. Jak faze samotného u€eni (Kubik et al., 2006), tak
také schopnost preucovani (Burghardt et al., 2012) jsou zavislé na spravné
fyziologické funkci hipokampu.

Pro potifeby experimentli byla adultni neurogeneze blokovana podavani
temozolomidu v davce 25 mg/kg. Toto davkovani se projevovalo vyssi inhibici
neurogeneze za pomérné nizkych vedlejSich ucinki. Béhem behavioralniho
testovani AAPA byl prokazano lepsi pfeucovani potkanti se zablokovanou adultni
neurogenezi, ktefi béhem sezeni délali méné chyb (vstupil). Tyto vysledky jsou
v rozporu s velmi podobnou praci Burghardta a kolegli (2012) zamétfenou na uceni

mysi v uloze AAPA po zablokovani adultni neurogeneze ozafenim. Jejich vysledky
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prokézaly silny deficit pravé v pfeucovani. Na ziskané vysledky ale mohlo mit vliv
hned nékolik dilezitych faktord, jako jsou naptiklad samotny protokol experimentu
nebo velikost a stafi generace novych bunék, které byly v experimentu postihnuty.
Zatimco v na$i studii blokovani neurogeneze ovlivnilo bunky, které by mély byt
v dobé experimentu staré¢ 21-49 dni, v Burghardtové praci byla zasazena mnohem
Sir$i generace vznikajici dva mésice pfed samotnych experimentem. Se stafim noveé
dozréavajicich buné¢k se ale velmi rychle méni jejich funkce 1 zaClenéni do stavajici
neurondlni sité (Kim et al., 2012; Leuner et al., 2006), coZ mize mit silny vliv na
vysledné uceni zvitat.

Redukce adultni neurogeneze mulzZe zlepSovat generalizaci, zatimco velmi
silnd neurogeneze muze mit pozitivni vliv na diskriminaci podobnych stimul
(Hersman et al., 2016). CoZ je v souladu s nasimi poznatky, Ze sniZeni neurogeneze
vedlo k menSimu poctu chyb v AAPA. V AAPA tloze je totiz zapotiebi urcite
generalizace komplexniho pravidla vyhybani, které je potieba si osvojit k co
nejrychlejSimu preuceni. Na druhou stranu, testovani opacného jevu diskriminace
podobnych prostiedi a tedy diskutované separace podobnych vzorcli, by bylo
pomoci AAPA na Koloto¢ovém bludisti obtizné. Kromé toho s rostouci vzdalenosti
mezi objekty schopnost jejich diskriminace zavislé na adultni neurogenezi rychle
klesa (Clelland et al., 2009; Morris et al., 2012).

Hlavnim nedostatkem této studie je nedostatetnd charakterizace BrdU+
bunck. Vzhledem k tomu, Ze pomoci adultni neurogeneze v DG mohou vznikat 1
jiné bunécné typy nezZ samotné neurony, chybi zde rozliSeni BrdU+ bunécnych typi,
jejichz vznik omezeny temozolomidem mohl mit také vliv na vysledné chovani
zvitat. Nicméné dle literatury tvoii vice jak 80 % takto nové dozravajicich bunék
v DG pravé neurony (Leuner et al., 2010; Waddell & Shors, 2008), takze efekt
jinych zasaZenych bunécnych typii nemusel hrat vyznamnou roli.

I ptfes tyto rozdily naSe studie ukézala zlepSeni flexibilniho pieucovani u
zvitat s redukovanou adultni neurogenezi, které bylo nejspiSe zaptic¢inéno zlepSenou

schopnosti generalizace.
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54. Vliv hypertenze na adultni neurogenezi

Pro vyzkum hypertenze je dostupny vétsi pocet animdlnich modelll, a neztidka se
stdva, ze jsou mezi sebou porovnavany dva odliSné kmeny zvifat. V piipade
experimentu se zviraty kmene Dahl byla prokazana uspéS$nd indukce vysokého
krevniho tlaku po podani vysoko slané diety zvifatim citlivym na stl (Dahl SS)
oproti zvifatim Dahl SR, na jejichz krevni tlak nem¢l obsah soli v potraveé zadny
vliv. Ani u jednoho z obou kment zvifat Dahl nebyl nalezen rozdil v po¢tu BrdU+
bunék, a to v zavislosti na citlivosti zvifat k soli, tak ani v podle obsahu soli ve
neurogenezi (Hwang et al., 2008; Pietranera et al., 2010). Rozdilnost poznatkii mezi
jednotlivymi studiemi mlze byt z velké ¢asti ddna mnoha odchylkami v designech
nebo metodach jednotlivych studii. Mohou se ale objevit rozdily také naptiklad ve
veéku zvitat nebo ve zplsobu jejich 1€cby.

Hlavnim omezenim studie je, ze pomoci BrdU nebyla hodnocena adultni
neurogeneze 1 v jinych fazich zrani novych bunék. Stejné jako u naSich predchozich
experimenti bylo zvoleno pouze takové Casové okno zrani rozhodujici pro uceni a
pamét’ (Schmidt-Hieber et al., 2004). Navic jak bylo fe¢eno, BrdU znaceni také
nijjak nerozliSuje konkrétni bunééné typy, kter¢ nebyly vtéto studii
charakterizovany ani jinym zptsobem.

V nami provedenych experimentech nebylo potvrzeno, ze by hypertenze u
dvou riiznych animalnich modeltt méla jakykoliv vliv na pocet nové proliferujicich
bunék, a tedy nebyla ovlivnéna mira adultni neurogeneze u téchto zvitat. Oproti
dostupné literatufe se nase prace liSila v nékolika metodologickych aspektech, které

vvvvvv

jinych autort.
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6. ZAVER

Tato prace si kladla za cil vyvinout novou behavioralni Ulohu na testovani
jednorazového asociativniho uceni, objasnit roli novych neuront v hipokampu a
zjistit vliv hypertenze na miru neurogeneze v hipokampu. VSechny cile této prace
byly splnény. OTTER je jednoduchd uloha, ve které si méa zvife zapamatovat
asociaci mezi dvéma stimuly. 59 % zvifat si s jistotou vytvofilo tuto asociaci.
Pomoci exprese ¢asného genu Arc jsme ale zjistili, Ze 1 zvifata, kterd se ulohu
nenaucila, maji podobny profil exprese genu Arc oproti kontrolam. Odstranénim
adultni neurogeneze v rozmezi 4-7 tydnl pfed behavioralnim testovanim jsme
zjistili, ze sniZena mira neurogeneze prospiva preucovani. Tento neCekany vysledek
vysvétlujeme zvySenou mirou generalizace, kterd v piipad¢ tlohy KolotoCového
bludist¢ muze vést k lepSimu pieucovani. Na zavér jsme ukdzali, ze hypertenze

nema vliv na miru adultni neurogeneze.
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7. SOUHRN

Na rozdil od jinych pamétovych systémi musi epizodickd pamét zachytit I
vzpominky 1 na situace, které se nezdaly byt ptili§ dulezité a jejichz zapamatovani
nebylo védomé. Uloha OTTER je urena pro testovani jednorazového udeni se
zaméfenim na asociaci dvou casové blizkym ale ptfesto odd€lenych stimuld.
Vysledky naznacuji, ze zvitata si dokdzi vytvofit nezbytnou asociaci jiz po jediné
expozici. Nova Uloha OTTER nabizi pftileZitost pro budouci vyzkum dilezitych
atributil epizodické paméti.

Dilezitym propojenim uspéSného feSeni OTTER s hipokampem potkand se
zvySuje validita této nové tlohy v souvislosti s vyzkumem rtiznych aspekti paméti.
Predbézné a prozatim nepublikované vysledky naznacuji podobnou aktivaci
hipokampu u nereagujicich zvifat a zvifat s kontextovymi asociacemi oproti
kontrolam, 1 kdyZ nebylo dosaZeno statistické vyznamnosti. Studie naznacuje
potencialni vliv oblasti CA1l ventralniho hipokampu na temporadlni vazbu
oddélenych udalosti béhem podminovacich tloh.

Dal$im cilem prace bylo objasnéni role adultni neurogeneze v kognitivni
flexibilit¢ pomoci Ulohy aktivniho vyhybani se mistu na kolotoCovém bludisti.
Neurogeneze byla u dospélych zvitat blokovana cytostatickym temozolomidem a na
rozdil od pfedchoziho vyzkumu vykazovala zvifata se snizenou neurogenezi lepsi
schopnost preucovani. Posledni zkoumanou otazkou v této praci byl mozny vliv
hypertenze na neurogenezi dospélych zvifat u dvou riznych animalnich modeld.
Vysledky ukazaly, ze hypertenze neovlivnila miru neurogeneze, coz je v kontrastu s

Tento vyzkum pfispiva k nasemu pochopeni pamétovych procesi,
behavioralnich tkolti a neurologickych faktorii ovliviiuyjicich funkce souvisejici s
paméti. Zdlraziuje sloZitost vyzkumu paméti a nutnost peclivého zvazeni

experimentalniho designu a metodologie pfti interpretaci vysledk.
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8. SUMMARY

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. The OTTER task is designed to test one-trial learning, focusing on the
association of two temporally close but still separate stimuli. 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 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 reduced neurogenesis showed better
reversal learning. 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.

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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