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Abstrakt

Prostorovéa navigace je velice vyznamna pro Zivot nejen u savcil. Védecky lze méfit
neuronalni a neurofarmakologické zmény v uceni a paméti ¢lovéka i potkana prosttednictvim
jejich chovani a reakci na podnéty. V ramci experimentalnich modell kognitivnich deficitl
piedstavuje Morrisovo vodni bludisté¢ (Morris Water Maze, MWM) velmi dobry test presné
alotetické reprezentace pozice subjektu v prostoru, tj. jeho kognitivni mapy. DalSim
vyznamnym testem prostorové navigace je Kolotocové bludisteé (Active Allothetic Place
Avoidance, AAPA), pomoci néhoz Ize ovétit schopnost kognitivni koordinace, tedy schopnost
odlisit podstatné podnéty od nepodstatnych. Pro oba tyto testy existuji analogické ulohy pro
testovani kognitivnich schopnosti u ¢lov€ka (napt. Blue Velvet Arena pro MWM, simulace
virtualni reality na PC pro AAPA, aj.). Cilem této studie je srovndni citlivosti outbrednich
kmenti potkana Long-Evans a Wistar z chovii Fyziologického tistavu AV CR na akutni podéni
tii davek (0,8 mg/kg; 1,5 mg/kg a 3,0 mg/kg) skopolaminu, antagonisty centralnich
muskarinovych cholinergnich receptorti. Vysledky ukazuji, Ze v testu AAPA je kmen Wistar
vice ovlivnén cholinergni blokddou nez kmen Long-Evans, v testech MWM byla také tato
vys$§i citlivost prokdzana. Déle se ukazalo, Ze kontrolni potkani kmene Long-Evans maji
obecné lepsi vykony v testu AAPA a 1épe tesi tlohu viditelné platformy v MWM nez kontroly
kmene Wistar, coz naznacuje lepsi zrak pigmentovanych potkand. Tato studie naznacuje, ze
pro vyvoj a studium mechanismi pisobeni neurokognitiv by méli byt pfednostné pouzivani
potkani kmene Wistar v prostorovych ulohach diky jejich vyssi citlivosti na amnestické agens.
Tato mezikmenova studie ma obecny vyznam pro modelovani poklesu kognitivnich funket,

napf. u Alzheimerovy choroby.
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Abstract

Spatial navigation is essential for survival not only in mammals. Neural and
neuropharmacological changes of learning and memory in humans and rats could be
measured through their behavior and responses to stimuli. In focus of experimental models of
cognitive deficits, the Morris water maze (MWM) represents a clasiccal test of exact
allothetic representation, i.e. the cognitive map. Another important test of spatial navigation is
the active place avoidance, or Carousel maze (also AAPA, Active Allothetic Place Avoidance),
that can be used to test the ability of cognitive coordination, thus the ability to distinguish
relevant stimuli from irrelevant. There are analogous tasks for testing cognitive abilities in
humans for both tests (e.g. Blue Velvet Arena for MWM, virtual reality simulations on PC for
AAPA, etc.). Aim of the present study is to compare the sensitivity of outbred Long-Evans
and Wistar strains of rats from the institutional breeding to the acute administration of
scopolamine, the antagonist of central muscarinic acetylcholine receptors, at doses 0.8 mg/kg;
1.5 mg/kg and 3.0 mg/kg. The results show that the Wistar strain is more influenced by
cholinergic blockade than Long-Evans strain in both AAPA and the MWM. Furthermore, it
appears that the control rat strain Long-Evans have better performance in test AAPA and
better resolves task the visible platform in the MWM than control Wistar suggesting better
vision pigmented rats. This study suggests that Wistar rats might be preferentially considered
for future testing in anticholinergic models of preclinical drug research, behavioral and
cognitive deficits after cholinergic blockade in spatial tasks, due to their higher sensitivity to
scopolamine. This study might also have general impact on research of cognitive decline such

as in Alzheimer's disease.
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1. Seznam pouzitych zkratek

AAPA — Active Allothetic Place Avoidance, Carousel maze — test aktivniho
vyhybani se mistu, koloto¢ové bludisté

Acetyl-CoA —acetylkoenzym A

ACoA — anterior communicating artery, anteriorni spojovaci artérie

AD — Alzheimer’s disease, Alzheimerova choroba

ACh — acetylcholin

AChE — acetylcholinesteraza

AMPA — a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat

AOB — accessory olfactory bulb, ptidatny ¢ichovy lalok

ATP — adenosin-5"-trifosfat

ATPaza — enzym vytvarejici protonovy gradient za soucasného Stépeni ATP
BNST — bed nucleus of stria terminalis

BuChE — butyrylcholinesteraza

BVA — Blue Velvet Arena, test kognitivni reprezentace prostoru u pacientli
Ca®* — vapenaty kation

CAl — Cornu Ammonis Area 1, CA1 oblast hipokampu

CA3 — Cornu Ammonis Area 3, CA3 oblast hipokampu

CCh — karbachol

cAMP — cyklicky adenosin-5"-monofostat, cyklické AMP

CNS — centralni nervovéa soustava

DG — gyrus dentatus

DMTP — uloha delayed-matching-to-place v MWM

DNMTP — Uloha delayed-non-matching-to-place v MWM

EC — entorhindlni kortex

EEG — elektroencefalograf

G-protein — heterotrimerni protein vazajici guaninovy nukleotid

GABA — kyselina y-aminomaselna

Giso —a 0 (G tfida) podjednotka G-proteinu inhibujici produkci cAMP z ATP
Gy —a 11 (Gq tfida) podjednotka G-proteinu aktivujici fosfolipazu C



HDBB — horizontal limb of the diagonal band of Broca, horizontéalni svazek
diagonalniho Brocova pasu

CHI —CH6 — typy cholinergnich skupin bungk tvotici komplexni anatomické oblasti
ChAT — cholin-O-acetyltransferdza, acetylcholintransferaza

icv — intracerebroventrikularni podani latky

IgG-saporin  — imunoglobulin G vazany na saporin

ip — intraperitoneélni podani latky

K" — draselny kation

L-skopolamin — levotociva forma skopolaminu

LTP — long-term potentiation, dlouhodobé potenciace

MI1 - M5 — podtypy muskarinovych cholinergnich receptorii

mAChR — muskarinové cholinergni receptory

MOB — main olfactory bulb, hlavni ¢ichovy lalok

ms — medidlni septum

MSN — medial septal nucleus, medialni jadro septa

MTT — Multiple Trace Theory, teorie mnohonasobnych pamétovych stop
MWM — Morris Water Maze, Morrisovo vodni bludisté

n. acceleratus — nervus acceleratus

n. vagus — nervus vagus, bloudivy nerv

NA — noradrenalin

Na" — sodny kation

NAcc — nucleus accumbens

nAChR — nikotinové cholinergni receptory

NBM — nucleus basalis magnocellularis, bazalni magnocelularni jadro
nbM — nucleus basalis Myenerti, bazalni Myenertovo jadro

NGF — nervovy rastovy faktor

PAG — periaqueductal grey, periakvaduktalni Sedd hmota

S.E.M. — standard error of the mean, stfedni chyba priméru

sC — subkutanni podani latky

VAChT — vezikularni acetylcholinovy transportér

VDBB —vertical limb of the diagonal band of Broca, vertikalni svazek

diagonalniho Brocova pasu
VTA — ventral tegmental area, ventralni tegmentalni oblast
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2. Uvod

Schopnost orientace v prostoru, prostorova navigace, je pro preziti organismil na Zemi
esencidlni. Prostorova navigace je jednim z nejpopuldrnéjSich fenomént k posuzovani funkce
mozku ve vztahu k chovéni. Nabizi koncep¢ni vyhody, jakymi mohou byt naptiklad pomérné
dobie definovana role mozkovych struktur (Hooge a Deyn, 2001) a neurotransmiterovych
systémi (Myhrer, 2003), a také pfesné hodnoceni kontroly podnétl a vybéru vhodné strategie
(Maaswinkel a Whishaw, 1999). Dale je prostorovd navigace vyuzivana ke studiu
kognitivnich deficiti v animalnich modelech mozkovych poruch a neurodegenerativnich
onemocnéni, jako jsou schizofrenie (Didriksen et al., 2007) ¢i Alzheimerova choroba
(Koistinaho, 2001). Tyto deficity v prostorové navigaci jsou prokazatelné evidovany jak

v animalnich modelech, tak i v klinice, a ¢asto v prodromalnich fazich (Laczo et al., 2011).

Acetylcholin (ACh) jakoZto nejrozSifencjSi neurotransmiter v centralni nervové
soustave savcl je mimo jiné velice vyznamny v uceni a paméti. Kli¢ova role ACh pro spravné
fungovani paméti je mozna nejlépe ilustrovana u Alzheimerovy choroby (4lzheimer’s disease,
AD), jejiz deficity v pozornosti, ufeni a pracovni paméti jsou doprovazené redukci
cholinergnich projekci a receptorti v kortexu a v hipokampu. Tato zjisténi se stala podkladem
pro cholinergni hypotézu AD (Bartus et al., 1982). Experimenty se skopolaminem,
antagonistou centralnich muskarinovych acetylcholinovych receptori (mAChR), ktery
vyvolava kognitivni deficity pfipominajici AD u zdravych lidi (Drachman a Leavitt, 1974),
tuto teorii podporuji. V soucasné dobé je velka cast 1écby AD zalozenda na obnoveni
cholinergni signalizace inhibovanim enzymu acetylcholinesterazy (AChE), kterd fidi
metabolismus ACh (Lane et al., 2006). Posileni cholinergni signalizace vede k obnoveni
deficitii dlouhodobé potenciace (LTP) in vitro a kognitivnich deficith u experimentalnich
modelll AD in vivo (Caccamo et al., 2006; Chen et al., 2006). Skopolamin je proto vyuzivan u
experimentalnich studii na hlodavcich v primarnim vyzkumu kognitivnich onemocnéni jako

vychozi screeningova metoda k identifikovani novych terapeutickych kandidata.



3. Literarni prehled

3.1. Taxonomie paméti

Uceni odrazi komplexni soubor neurondlnich procesii a spociva v nasledujicich
principech: akvizice (osvojeni), ukladani (uchovéavani) a vybaveni informace. Pocatecni
akvizice pamétové stopy vede k behaviordlnim modifikacim jedince a pamét’ je pak nejlépe
popsana a detekovdna jako behavioralni modifikace, obzvlasté u zvifat, u nichz nelze
konceptualizovat verbalni pamét. Pamét miizeme délit na zakladé nekolika kritérii, a to: dle
jejiho obsahu — na deklarativni neboli explicitni a nedeklarativni €ili implicitni pamét’ (Squire,
1992); dle doby trvani — na dlouhodobou a kratkodobou pamét’ (Gold a McGaugh, 1975;
Cherkin, 1969); nebo podle jeji povahy, ktera mize byt bud archivni — dlouhodoba a
kratkodoba pamét’; anebo prechodna — pracovni pamét’ (Gold a McGaugh, 1975; Goldman-
Rakic, 1992). Vroce 1992 Larry R. Squire (Squire, 1992) navrhl rozdéleni paméti na
deklarativni (explicitni; Tulving, 2002) a nedeklarativni (implicitni; Schacter, 1987) pamét’
(Obrazek 1). Deklarativni pamét’ se vztahuje k védomému, bezprostiednimu vybaveni si
zkuSenosti a fakth ("knowing that..."), které mohou byt vybaveny a verbalné vyjadieny, a je o
ni zndmo, Ze je zavisla na hipokampu. Nedeklarativni pamét se naopak objevuje pfi
nevédomém vybaveni si zkuSenosti, stejné¢ jako zvykli a osvojenych dovednosti ("knowing
how..."; Mishkin a Petri, 1984) ¢i pii jednoduchém podminovani, aj. a povétSinou se
nevztahuje k hipokampu (Squire, 1982; Micheau et al., 2004). Tato prace se dale zabyva
pouze aspekty deklarativni paméti a cholinergnim systémem, vice o nedeklarativni paméti a

acetylcholinu je uvedeno v Robinson et al. (2011).

Deklarativni pamét’ mize byt dale délena do dvou hlavnich podtypt, na sémantickou a
epizodickou pamét. Sémantickd pamét, také nazyvana jako konceptualni povédomi,
piedstavuje pamét’” vyznamu, pochopeni, fakti a dalSich na konceptu zalozenych znalosti,
nezavislych na specifickych zkuSenostech (Tulving, 1972). Epizodickd pamét’ reprezentuje
detailni védomé vybavovani si zkuSenosti, pokud jde o jejich prvky (co), lokaci (kde) a
casovou souvislost (kdy), a predpoklada se, Ze vyzaduje ,,sebepojeti®, ,,uvédoméni“ a
schopnost ,,vnimat cas* (Morris, 2001; Ferbinteanu et al., 2006; Crystal, 2010). Prokazani
epizodické paméti bez schopnosti verbalniho vyjadfeni u zvifat neni jednoduchym tkolem,
protoze neexistuji zadné konzistentni neverbalni behavioralni indikatory védomé zkusenosti.

Epizodickd pamét’ je tedy obecné vnimana jako unikatni pro ¢loveka, protoze se ma za to, ze
10



zvitatim chybi ,,sebepojeti a schopnost ,,vnimat ¢as“. Nicméné nejnovéjsi behavioralni
studie navrhuji pamét podobnou epizodické u hlodavct (Morris et al., 2003; Dere et al.,
2006) a u ptaki (Clayton a Dickinson, 1998; Grodzinski a Clayton, 2010), kterd je zaloZena
na behavioralnich ulohach vyzadujicich od zvifat uchovani vzpominky podobné epizodické
(obsahujici slozky ,,co a kdy*, ,,co a kde* ¢i ,,kdy a kde*, event. "kdy, kde a kontext" — ten v
tomto piipad¢ nahrazuje vécnou komponentu) a pouzivajici tuto informaci k tvorbé
specifickych odpovédi. Ptiklady zahrnuji mnohonasobné preucovani, urcité one-trial ulohy
uceni (uceni na jeden pokus), ulohy delayed-matching-to-place (DMTP) a delayed-non-
matching-to-place (DNMTP) v MWM, na scén¢ specifickou pamét’ a ptipadné tzv. occasion
setting. Velmi zndmé jsou pokusy Nicoly Clayton s epizodickou paméti u sojek Aphelocoma
californica (scrub jays, Clayton a Dickinson, 1998). Pamét’ pro udélosti, tedy nékteré

epizodické aspekty, a také prostorové uceni nemusi nutné byt jedine¢né pouze pro ¢lovéka.

Prostorova pamét’ je jednou ze zékladnich typl vysSich kognitivnich funkci u savct a
zahrnuje schopnost zachytit, ulozit a aktivné vyuzit informaci o konkrétnim prostfedi a jeho
prostorovém uspoiadani. O prostorové pameéti je uvazovano v kontextu epizodické paméti
(Burgess et al., 2001; O’Keefe a Nadel, 1978), pouze vyjimecné v souvislosti se sémantickou
paméti. K orientaci v prostoru mohou byt pouzivany orientacni body pro konstrukci
kognitivnich map, tedy pro vnitini reprezentaci dan¢ho prostfedi (O Keefe a Nadel, 1978).
Vytvoreni téchto map je bud’ na zéklad¢ idiotetické strategie, definované v zavislosti na lokaci
a pohybu uvnitt bludisté, anebo alotetické strategie, s jejiz pomoci se subjekt orientuje na
zaklad¢ trojrozmérného uspofadani externich objektli a orientacnich znacek v prostredi
(Aggleton et al., 2000; Benhamou a Poucet, 1998). Tvorbu kognitivni mapy prostoru lze
testovat ulohami v experimentalnich bludistich, jako jsou napt. vodni bludisté (Morris, 1984),
bludisté s radidlnimi rameny (Olton et al., 1978), bludisté¢ Barnesové (Barnes, 1979), T- nebo
Y- bludisté (Deacon a Rawlins, 2006; Lalonde, 2002), které jsou podrobné popsany
v rozsahlych védeckych ¢lancich zahrnujicich detailni srovnani vyhod a omezeni konkrétnich
prostorovych tuloh (Paul et al., 2009). Hipokampus a jeho cholinergni systém je nejvice

zapojen v akvizici alotetickych prostorovych reprezentaci (Morris, 1981).
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Obrazek 1 — Hierarchicka organizace paméti s deklarativni a nedeklarativni paméti jakozto dvéma
ustfednimi  formami a jejich soucCasti s mozkovymi strukturami, které jsou zapojené do
zprostredkovani téchto procest. Prevzato a upraveno podle publikace Deiana et al., 2011.

3.2. Acetylcholin a cholinergni systém

3.2.1. Objev acetylcholinu

Acetylcholin (ACh) a jeho role v organismu je blize zndma jiz od pocatku 20. let 20.
stoleti. Uz némecky fyziolog a farmakolog Otto Leowi (1873 — 1961) roku 1921
demonstroval piisobeni ACh na srde¢ni vétvi bloudivého nervu (n. vagus) a vyslovil pedstavu
chemické synapse (Todman, 2008). Tato mysSlenka byla pozd€ji potvrzena pro ftadu
perifernich i centralnich funk¢nich kontaktt, tj. chemickych synapsi; za coz byl v roce 1936
ocenén spolu s Henrym Dalem Nobelovou cenou za medicinu a fyziologii. Experiment
spocival v pozorovani frekvence srdeni akce dvou zavéSenych srdci Zab - darcovského a
recipientniho. Po elektrické stimulaci bloudivého nervu donorové srdce zpomalilo tlukot a
nasledné¢ Otto Loewi ptenesl vzorek perikardialni tekutiny recipientnimu srdci, které rovnéz
zpomalilo, aniz by mu byl elektricky stimulovan bloudivy nerv. Loewi usoudil, Ze je mozné,
aby se pfenos vzruchu vedl i chemickou cestou. V podstaté doSlo k tomu, Ze ACh z n. vagus

srdce zpomaloval, zatimco noradrenalin (NA) z n. acceleratus jej zrychloval. Latkou
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zprosttedkujici prenos vzruchli na postsynaptickych spojich parasympatiku je pravé ACh

(Zimmer, 2006).

3.2.2. Acetylcholin a jeho metabolismus

Acetylcholin je hlavnim neuropienaseCem v centralni nervové soustavé (CNS) savcl,
ale zasadni ulohu ma i v perifernim nervovém systému, kde piisobi jako pfenase¢ vzruchi z
motoneuronil na kosterni sval a jako postgangliovy medidtor parasympatiku. ACh je
distribuovan v celém mozku, cholinergni neurony se nachazeji ve vSech ¢astech predniho a

sttedniho mozku a v mozkovém kmeni (Drever et al., 2011).

ACh je syntetizovan enzymem cholin-O-acetyltransferazou (ChAT), ktera katalyzuje
acetylaci cholinu pomoci acetyl-CoA. ACh je hromadén v synaptickych vacécich
prostiednictvim vezikularniho acetylcholinového transportéru (VAChT), tento proces je
pohanén transvesikularnim protonovym gradientem vytvafenym ATPazou (Parsons, 2000).
Kvantovy vylev ACh do synaptické $térbiny je spustén vtokem Ca>" jontd vyvolavajici
depolarizaci, pticemz dochazi k vazbé na oba pre- i postsynaptické muskarinové (mAChR) a
nikotinové (nAChR) receptory (Wevers, 2011; van der Zee a Keijser, 2011). K hydrolyze ACh
dochdzi bchem  milisekund  prostfednictvim  acetylcholinesterdzy  (AChE)  ¢i
butyrylcholinesterazy (BuChE), jez vytvaii kyselinu octovou a cholin, které jsou znovu

ptipravené ke zpétnému vychytavani a k resyntéze.

ACh plisobi svou vazbou na celou skalu typii nikotinovych (nAChR) a muskarinovych

(mAChR) cholinergnich receptord.

3.2.3. Nikotinoveé cholinergni receptory (nAChR)

Nikotinové cholinergni receptory (nAChR) jsou souc¢ésti nadrodiny ligandem fizenych
iontovych kanalli. Nikotinové podjednotky a (a2 — al0), B (B2 — p4), v, 6 a € (v dospelém
svalstvu) spolu vytvareji pentamerickou kombinaci, symetricky uspofadanou okolo
centralniho péru. Aktivace nAChR zpiisobi rychlé zvyseni proputnosti membrany pro Na™ a
Ca”" ionty, depolarizaci a excitaci, a dlouhodobé vystaveni nikotinu také vede ke konformaéni
zmeéné a receptorové desenzitizaci (Guo a Lester, 2007). VSechny podtypy nAChR disponuji

vysokou propustnosti pro kationty sodiku Na" a drasliku K", ale 1isi se svou permeabilitou pro
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kation vapniku Ca®’, pfi¢emZ a7 receptory maji nejvétsi hladiny vapnikové propustnosti

(Drever et al., 2011).

Podjednotky a (02 — a10) a B (B2 — p4) jsou navzajem homologni, avSak geneticky
odlis$né, jejichz rizné kombinace vytvareji individudlni nAChR podtypy, kazdy s unikétnimi
funkénimi a strukturnimi vlastnostmi (Fenster et al., 1997; Nai et al., 2003). Piestoze a4p2
podtypy se nejcastéji vyskytuji v mozku (Cooper et al., 1991; Kalin, 2002; Wada et al., 1989),
a7 je prevladajicim podtypem v hipokampu a je lokalizovdn na mnoha neuronech,
ziskavajicich jak glutamatergni, tak GABAergni inervaci a obsahujici postsynaptickd zhusténi
(Fabian-Fine et al., 2001; Seguela et al., 1993; Zarei et al. 1999). 04p2 a a3p4 receptory se
také vyskytuji v hipokampu, pfi¢emz v mnoha ptipadech miize byt jednotlivy hipokampalni
neuron ovlivnén prostiednictvim vSech tfi nikotinovych podtypl (Alkondon a Albuquerque,
2004). Distribuce rozdilnych podjednotek nikotinovych receptori v mozku hlodavcl je
podrobné probrana v pracich Changeux et al. (1998) a Gotti a Clementi (2004). Ve zkratce,
v mozku hlodavct jsou podjednotky a2 zastoupeny rozptylené a pomérné slabé v hipokampu
a v kortexu, a3 jsou husté distribuovany ve 4. kortikalni vrstvé a v dorsalnim a ventralnim
talamu zahrnujici laterdlni kolinkovité jadro (lateral geniculate nucleus); 04 se hojné nachézi
v kortexu, talamu a vamygdale a vmenSim poctu také v hipokampu; o7 jsou mirné
exprimované v hipokampu, kortexu, mozkovém kmeni a v mozecku a B2 podjednotky jsou

rozptylené v kortexu a v dorsalnim hipokampu, ale jsou hojn€ zastoupené v talamu.

3.2.4. Muskarinové cholinergni receptory (mMAChR)

Muskarinové cholinergni receptory (mAChR) jsou rozsahle exprimovany napfic celou
CNS a své pojmenovani ziskaly na zaklad¢ citlivosti k muskarinu (Ishii a Kurachi, 2006),
alkaloidu izolovaného z muchomirky Cervené (Amanita muscaria). Muskarinové receptory
patii do nadrodiny metabotropnich receptori a jsou receptory se sedmi transmembranovymi
priniky, které interaguji s heterotrimernimi G-proteiny, tedy jsou charakterizovany jako tzv.
pomalé receptory. U potkana je dosud znamo 5 genti kodujicich mAChRs, zna¢ené malymi
pismeny ml az m5 (Bonner et al., 1987; Bonner et al., 1988; Buckley et al., 1989), které
vytvaii M; aZ Ms cholinergni receptory (Caulfield a Birdsall, 1998). Ty jsou pak dale
rozdélovany do dvou skupin na zdkladé jejich mechanismu signdlni transdukce (Caulfield a
Birdsall, 1998). M, M3 a M;s receptory jsou vSechny spiazené s fosfolipazou C cestou Gg11 a

o1 o . , ’ , + , . . w
vedou k mobilizaci intracelularnich zasob Ca®’, zatimco M, a M, receptory jsou negativné
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sptazené s adenylatcyklazou prostiednictvim Gy, a zpisobuji snizeni hladin cAMP

(Lanzafame et al., 2003).

U potkana M, receptory pievazuji v gangliich sympatiku a v exokrinnich Zlazach
(Buckley a Burnstock, 1986) a v CNS jsou Siroce distribuovany jako dominantni mAChR
podtyp v mozkové kuie, v hipokampu a v amygdale. M, receptory jsou hojné zastoupeny
v myokardu, ale jen nepatrn¢ v ¢ichovém laloku a v hypotalamu. Mj receptory se nejvice
vyskytuji v hladkém svalstvu a v exokrinnich zldzach, ale také vykazuji vétSi expresi
v kortexu, v hipokampu a v talamu. /n situ hybridizace My receptorti ukazala rozptyleny
vyskyt v kortexu a ve striatu, zatimco Ms receptory jsou lokalizovany v hipokampu, v
habenule a v talamu (Tohyama et al., 1998). Obecné lze fici, ze M, receptory jsou v radmci
CNS nejrozsifenéjsi, M, a My receptory jsou pak v CNS méné exprimovany a Mz a M;s
receptory se zde vyskytuji pouze v nizkych hladinach (Rouse et al., 1997; van der Zee a
Luiten, 1999). V hipokampu se v rizné mife vyskytuje vSech 5 podtypti muskarinovych
receptort, M; a M3 receptory jsou piedevsim exprimovany v principialnich (pyramidovych)
neuronech a M, a My receptory v interneuronech, na rozdil od Ms receptortii, které¢ jsou

v hipokampu detekovany jen ve velmi nizkych hladinach (Volpicelli a Levey, 2004).

Diverzita muskarinovych G¢inkt a pfitomnost kazdého z molekularnich receptorovych
podtypt v hipokampu naznacuje, ze tyto receptory by mohly hrat klicovou roli v fad€ procest

vcetné uceni a paméti.

3.2.5. Jednotlivé slozky a lokalizace cholinergniho systému

Cholinergni systém se sklada z né€kolika oblasti s vysokou hustotou a) projekcnich
neuront syntetizujicich ACh a b) tzv. cholinopetalnich oblasti exprimujicich rozdiln¢ ACh
receptory (jak muskarinové, tak i1 nikotinové podtypy). Podobnosti a rozdily u lidi a u
hlodavcii jsou shrnuty v pracich Weverse (2011) a van der Zee a Kejisera (2011). Déle je text

zamé&fen na pochopeni cholinergni funkce v prostorovém uceni.

V mozku hlodavct bylo dosud objeveno 6 cholinergnich skupin bunék (CH1 — CH6)
s rozdilnymi projek¢nimi oblastmi (Mesulam et al., 1983a; Mesulam et al., 1983b; Tohyama
et al., 1998). V ramci bazéalniho pfedniho mozku CHI1 skupina zahrnuje medialni jadro septa
(medial septal nucleus, MSN) a CH2 skupina vertikalni svazek diagonalniho Brocova pasu
(vertical limb of the diagonal band of Broca, VDBB). Ob¢ husté projikuji do hipokampalni

formace (Auld et al., 2002). CH3 jsou homologni s horizontalnim svazkem diagonalniho
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Brocova pasu (horizontal limb of the diagonal band of Broca, HDBB), vysilajiciho vlakna jak
do ¢ichového laloku, tak 1 do talamické retikularni oblasti. CH4, bazalni magnocelularni jadro
(nucleus basalis magnocellularis, NBM), je také propojené stalamem, ale navic i
s neokortexem a s amygdalou. Posledni dvé oblasti CH5 a CH6 se nachazi ve strednim mozku
a jsou tvofeny pedunculopontinem a laterodorsalnim tegmentem, jejichz vldkna projikuji
piedevsim do kortexu a do rtiznych talamickych oblasti (Mesulam et al., 1983a; Rye et al.,
1987). Tato propojeni jsou Casto piedmétem zdjmu mnoha praci, napt. Barryho Everitta a
Trevora Robbinse (1997). Kromé tohoto projekéniho systému jsou zde i ¢etnd cholinergni

vlakna zasahujici do specifickych oblasti jako je napf. striatum.

3.2.6. Cholinergni signalizace do hipokampu

Hipokampus je soucasti limbického systému mozku (Obrazek 2). Hlavni cholinergni
vstupy do hipokampu pochézeji z medidlniho septa a z Brocova diagonalniho svazku
prekomisuralni vétvi drahy fimbrie a fornixu (Cobb et al., 1999; Dutar et al., 1995). Tyto
struktury poskytuji pifimy vstup do principidlnich (pyramidovych) neuroni a také do
hipokampalnich interneuronti (Frostcher a Leranth, 1985; Leranth a Frostcher, 1987). Septo-
hipokampalni projekce je pro spravnou funkci hipokampu zcela klicova, a to piedev§im pro
pravidelné rytmické oscilace (tzv. theta rytmus, 8 — 11 Hz), nezbytné k ukladani a snad i
konsolidaci pamétovych stop (Buzsaki, 2002; Stewart a Fox, 1990). Mimo jiné je znamo, ze
zde existuje také maly pocet cholinergnich interneuronii (Frostcher et al., 2000). Dale bylo
zjisténo, ze existuje nonsynapticka difuzni transmise, diky niz mize ACh modifikovat silu
pfenosu informace v mozkovych oblastech prostiednictvim rozsdhlého uvoliovani do
nejruznéjSich non-synaptickych bunéénych cili a také do jiz zminénych piimych

cholinergnich synaptickych spojeni (Umbriaco et al., 1995).
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Obrazek 2 — Hlavni struktury limbického systému u lidi a hlodavct. (A) Zobrazeni lidského mozku
ukazuje amygdalu (zelen¢), bed nucleus of stria terminalis (BNST, modie), hypotalamus (zluté) a
hipokampus (rizove). Hipokampus projikuje do mamilidrnich télisek (oranzove) cestou fimbrie a
fornixu. Cichové vstupy jsou pfijimany z hlavniho &ichového laloku (MOB, fialové). Dalsi limbické
struktury zahrnuji nucleus accumbens (NAcc), ventralni tegmentalni oblast (VTA) a periakvaduktalni
Sedou hmotu (PAG). (B) Stejné struktury jsou zobrazeny u mozku hlodavci, s rozdily prodlouzeného
¢ichového laloku oproti lidem a navic i s pfidatnym Cichovym lalokem (AOB, Cerven¢). Prevzato z
Sokolowski et Corbin, 2012.

3.3. Centralni cholinergni systém a prostoroveé
uceni: studie lézi

Mnoho vyzkumnych praci se zabyvalo radiofrekvenéné specifickymi a
neurotoxickymi 1ézemi na zdklad¢ anatomickych zjisténi o selektivnich centrech
cholinergnich neuronii v bazalnim pfednim mozku. Casto zmitiovanym diivodem, pro¢ jsou
tyto experimenty provadény, je uzky vztah k degeneraci neuronti bazalniho pfedniho mozku
spolu se snizenim cholinergnich markerd v kortexu a hipokampu u pacienti, ktefi trpi
Alzheimerovou chorobou (AD) (Schliebs a Arendt, 2011). Léze bazalniho pfedniho mozku
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vedou ke znaénému poskozeni v uceni a paméti a maji pomérn¢ slabé, ne-1i zadné, nasledky
na celkové zachovani funkci. Nicmén¢ je tfeba poznamenat, Ze pacienti s AD mohou mit vétsi
anomalie v mozkovém obé&hu nez pouze cholinergni deficity, a proto nejsou tplné vhodnymi

kandidaty pro definici cholinergni funkce v kognici.

Nejranéjsi popsani lidské amnézie po fokalnim poskozeni oblasti bazalniho pfedniho
mozku zahrnuji pacienty, ktefi podstoupili chirurgickou operaci aneurysmy anteriorni
spojovaci artérie (anterior communicating artery, ACoA) v 60. letech 20. stoleti (Morris et
al., 1992). Tito pacienti vykazovali anterogradni amnézii, byli emocionaln¢ labilni, agresivni a
kognitivné neflexibilni, ale také vykazovali hypotalamickou dysfunkci (diabetes insipitus). To
vyvolalo otazky, zda mensi 1éze mohou mit také podobné nasledky. Zatim je znam pouze
jediny piipad pacienti, kterym byla chirurgickou operaci odstranéna mikrocysta astrocytomu
s diskrétni, nonvaskularni 1ézi, zamétenou pouze na bazalni pfedni mozek, kterd vyvolala
akutni a o 18 mésici pozd¢ji i hlubokou celkovou amnézii (Guo a Lester, 2007). Ackoli
deficity pracovni paméti spojené s dysfunkci postizené oblasti se vyskytly akutné a tyto
deficity z velké Casti vymizely po dvou letech, zanechéavaji témét Gplnou amnézii v oblasti

dlouhodobé paméti.

Zvlasté vyznamné jsou nasledky 1ézi na prostorovou vykonnost, kterd byla naruSena
v prostorovém rozliSovani u makaka javského (Macaca fascicularis) (Voytko et al., 1994),
kosmanti (Callitrichidae) a kotula (Saimirinae) (Ridley et al., 1995) a potkand, u kterych byla
provedena selektivni intraventrikuldrni imunotoxicka léze suzitim 192 IgG-saporinu
(Kinoshita et al., 1992a; Kinoshita et al., 1992b). Avsak jiné publikované vysledky, kde byly
provedeny stejné imunotoxické 1éze CH1 a CH4 receptort, ukazaly pouze mirné poskozeni ¢i
vubec zadné deficity pracovni paméti (Traissard et al., 2007; Vuckovich et al., 2004). Proto
byly provadény pokusy o celkovy ubytek ACh, odpovédny za tyto deficity, a pfesnéjsi lokalni
infuze, které selektivné poskozuji bazalni jadro (nucleus basalis, CH4; jako projekcni drdha
do korového limce; cortical mantle) ¢t MSN (CHI; jako projekéni vldkno do hipokampalni

formace).

3.3.1. Basokortikalni drahy

Nucleus basalis Myenerti (nbM, CH4) u lidi obsahuje téla cholinergnich vlaken
vedoucich do neokortexu. Cytotoxické 1éze CH4, naptiklad za uziti lokalni infuze ibotenové
kyseliny ¢i radiofrekvencni ablace skupin bunék, zptsobuji signifikantni redukci ChAT a

18



AChE (Dubois et al., 1985; Hannila et al., 1990; Nieto—Escamez et al., 2002; Pepeu et al.,
1986; Salamone, 1986), ale behavioralni testy se snizenym neokortikdlnim cholinergnim
tonusem se setkaly s protichidnymi vysledky, alespoii pokud jde o prostorové uceni. Zatimco
nekteré vyzkumné laboratore uvadéji jako disledek CH4 1€zi mirné poSkozeni ve zpracovani
prostorovych informaci (Berger—Sweeney et al., 1994; Dokla a Thal, 1988; Hannila et al.,
1990; Kwo-On-Yuen et al., 1990; Riekkinen et al., 1995), u jinych se naopak nepodafilo najit
trvalé poskozeni (Baxter et al., 1995; Garcia-Alloza et al., 2006; Lehmann et al., 2003; Page
et al., 1991; Torres et al., 1994) a jejichz vysledky velmi zavisely na pouZitém neurotoxinu a
na specifickych podminkach behavioralniho testu. Stupeni kortikalni ACh redukce v nékterych
studiich koreluje se zavaznosti deficitu prostorového uceni, avSak u jinych studii nikoli
(Connor et al., 1991; Dunnett et al., 1987; Dunnett et al., 1991; Mandel et al., 1989a,b). NBM
léze zplisobené ibotenovou ¢i quisqualovou kyselinou vedou ke srovnatelnym redukcim
v kortikalni ChAT aktivitg, ale k rozdilnym stupiiim deficiti prostorového uceni (Connor et
al., 1991; Dunnett et al., 1987; Dunnett et al., 1991); presto podani AMPA (a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat), vysoce selektivniho neurotoxinu cholinergnich
neurontl, nedokéaze zcela poskodit prostorové uceni (Page et al., 1991; Riekkinen et al., 1990).
Tyto vysledky zpochybniuji dalezitost cholinergniho vstupu do neokortexu jako klicového

prvku v prostorovém uceni.

Je také predstavitelné, Ze pokud se deficity vyskytuji po 1ézi NBM s nasledkem
snizené cholinergni aktivace kortikdlnich oblasti mozku, pak znovuustaveni normdalniho
cholinergniho tonu by mohlo narusenou pamét zlepSit. Tato hypotéza byla otestovana
podanim ACh agonisty oxotremorinu (Miyamoto et al., 1989), stejné jako podanim inhibitora
AChE huperzinu A (sesquiterpenovy alkaloid izolovany zrostliny Huperzia serrata),
fyzostigminu (eserinu; indolovy alkaloid izolovany ze semen lidny Physostigma venenosum),
tacrinu ¢i aplikaci nervového riistového faktoru (NGF) jako trofické podpory pro bunécéné
preziti (Dokla a Thal, 1988; Kwo-On-Yuen et al., 1990; Mandel et al., 1989a; Mandel et al.,
1989b; Mandel a Thal, 1988). Tyto vysledky ukazuji, ze deficity prostorového uceni vznikaji,
alespoit caste¢né, jako disledek cholinergni bunééné smrti v NBM. Zda nedostatek
cholinergni aktivity pfimo méni zpracovani prostorové informace ¢i zda jsou naruseny
alternativni non-mnemonické mechanismy, v téchto studiich neni uvedeno. Z téchto studii je
ovSem patrné, ze ACh vykazuje silné¢ uCinky na pozornostni zpracovani (Dashniani et al.,
2009; McDonald a Overmier, 1998), naznacujici, Ze deficity prostorového uceni se mohou

vyskytovat pouze béhem komplexni tlohy s vysokymi pozornostnimi naroky.
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3.3.2. Septohipokampalni a septoentorhinalni drahy

Hipokampus nepochybné hraje kli¢ovou roli ve formovani prostorové paméti (Cain a
Saucier, 1996; Morris et al., 1982). Léze hipokampu zptlisobuji deficity akvizice v ulohach v
radidlnim bludisti (Bouffard a Jarrard, 1988; Jarrard, 1993) a ve vodnim bludisti (Morris et
al., 1982; Sutherland et al., 1989). N¢které kontroverzni vysledky mohou byt zplisobeny
obtizemi pfi dosazeni kompletnich hipokampdlnich 1ézi, z divodu jeho velikosti a zaktiveni v
podélné ose, lze vSak vyuzit a) vice infuznich mist a b) neurotoxinti, které nepoSkodi
prochdzejici vldkna (Jarrard, 1993). Roli hipokampu v prostorovém uceni a ve formovani
paméti se zabyvaji tfi hlavni teorie. Standardni konsolida¢ni teorie ptfedpokladd Casovée
vazanou roli zapojeni hipokampu v uceni a konsolidaci prostorové informace, ktera miize byt
nasledn¢ po delsi dobé vybavena bez hipokampalniho zapojeni (Alvarez a Squire, 1994;
Riedel et al., 1999; Squire, 1992). Teorie mnohonasobnych pamé&tovych stop (Multiple Trace
Theory, MTT) (Moscovitch et al., 2005; Moscovitch et al., 2006; Nadel a Moscovitch, 1997)
predpoklada, ze prostorové uceni a vybavovani informaci z dlouhodobé paméti vzdy zahrnuje
hipokampalni aktivitu a Ze opakovani urcit¢ udalosti ulozi mnohonasobné stopy stejné
vzpominky, které je potom obtizné kompletn¢ vymazat. Z toho vyplyva, ze star§i vzpominky
jsou tvofeny vice pamétovymi stopami. Posledni hypotézou je teorie kognitivni mapy, ktera
postuluje, Zze alotetickd prostorova informace je reprezentovana mistovymi buikami (place
cells), které koduji rozdilné prvky prostiedi jako tzv. aktivni pole (firing fields). Suma aktivity

vSech mistovych bunék pak mize byt kombinovana do trojdimenzionalni mapy prostredi.

V poslednich letech je stile ziejméjsi, ze zpracovani prostorové informace neni
limitovano hipokampem, ale zahrnuje také rozsahly pocet kortikalnich a subkortikalnich
struktur (Aggleton et al.,, 2000; Moser et al., 2008). Optimdlni dynamika ob¢hu
v hipokampalni formaci pro u¢inné kdédovani, konsolidaci a vybaveni je nejspise kontrolovana
cholinergnimi vstupy z oblasti CH1 a CH2 (Hasselmo a McGaughy, 2004; Hasselmo, et al.,
1995). Vysoké hladiny ACh timto usnadnuji kodovani nové informace ovlivnénim zpétnych
kolateral a Schafferovych kolateral, které zac¢inaji na mechovych vlaknech (mossy fibres) a na
vstupech ztzv. perforujici drahy, vedouci z entorhinalni kliry do gyrus dentatus (DG,
Obrazek 3). Naopak nizké hladiny ACh nemusi byt dostacujici ke kédovani nové informace,
ale usnadnuji konsolidaci a vybaveni si znamé informace (Hasselmo a McGaughy, 2004;
Hasselmo et al., 1995). Ztrata septo-hipokampalni cholinergni aktivity ovliviiuje tzv.
remapping, ktery normdaln¢ zprostfedkovava ustaveni rozdilnych hipokampalnich

prostorovych reprezentaci pro odlisSnd prostiedi (Ikonen et al., 2002). To se shoduje
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s predstavou, ze cholinergni vstup muze determinovat, zda nova ¢i vzdalend vizudlni

informace z prostiedi bude aktivné zpracovana hipokampalnim okruhem.

mammillary bodies
& anterior thalamus

& Dentate Gyrus

Lateral Septum

o — L =

T
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Obrazek 3 — Neuralni okruh ovliviiujici fungovani CA3 podoblasti hipokampu. Prevzato z Kesner,

2013.

Hipokampalni cholinergni vstup vychazi z CH1 (medidlni septum) a z CH2
(diagonalni Brocuv pas). Role téchto projekeci v prostorové paméti byly zpochybiiovany,
protoze selektivni odstranéni tohoto vstupu se nezda byt dostatecné k naruSeni prostorového
uceni a paméti (Baxter et al., 1995; Berger—Sweeney et al., 1994; Bizon et al., 2003;
Niewiadomska et al., 2009), coz naznaCuje, Ze samotna cholinergni deprivace nestaci
k vyvolani poskozeni na hipokampu zavislého prostorového uceni. Tato zjisténi jsou
v kontrastu s konceptem, ze 1éze CH1 snizuji intrahipokampalni metabolismus ACh (Ginn a
Peterson, 1992), odstranuji theta rytmickou aktivitu (Andersen et al., 1979) a maji za nasledek
hipokampalni dysfunkci (Deiana et al., 2011). Aspirace ¢i elektrolytické odstranéni CHI
poskozuje jak akvizici, tak 1 uchovani prostorové paméti v ulohach vodniho bludisté
(Brandner a Schenk, 1998; Decker et al., 1994; Fraser et al., 1991; Hagan et al., 1988), T-
bludisté (Johnson et al., 2002), kuzelového bludisté (cone-field maze) (Van der Staay et al.,
2006) a bludisté s radidlnimi rameny (Feasey—Truger et al., 1992; Janis et al., 1998; Lehmann
et al., 2003; Walsh et al., 1996), pfi¢emz snizeni cholinergnich markerti koreluje s vykonem
v bludisti. OvSem ne vSechny studie uzivajici neurotoxické a imunotoxické léze tato data

potvrzuji (Baxter et al., 1995; Bizon et al., 2003; Fletcher et al., 2007; McMahan et al., 1997).

21



Vyzkumny tym amerického neurofyziologa Bruce L. McNaughtona (Shen et al., 1996)
popisuje rozdilné nasledky imunotoxickych 1ézi, které poSkozovaly prostorovou pracovni
pamét, ale nemély vliv na referenéni pamét’ u potkanli s 1ézi, coZ naznacuje, Ze septo-
hipokampalni cholinergni projekce nemoduluje zadny signifikantni stupent prostorového
zpracovani vyskytujici se v hipokampu (Everitt a Robbins, 1997). Ackoli tyto vysledky
zpochybiiuji dilezitost vstupu ze septa do hipokampu v prostorovém uceni, v zadném piipadé
neargumentuji proti tomu, ze je hipokampélni formace centrem zpracovani stimuld

z prostiedi.

Pro prostorové zpracovani informace je také vyznamny entorhinalni kortex (EC,
Obrazek 4), vpodobé neuront, které¢ vysilaji vybézky formujici perforujici drdhu do
hipokampu, jez poskytuje ptredzpracovani informace o kontextudlnich podnétech (Witter et
al., 2000). Entorhinalni aferenty pochézeji celkové z kortikalnich oblasti, které zahrnuji
piriformni, perirhinalni, parahipokampalni, orbitofrontalni, cingularni a retrosplenidlni korové
oblasti (Lavenex a Amaral, 2000) a poskytuji informaci k vytvofeni topograficky
organizované neurdlni mapy prostorového prostredi (Hafting et al., 2005; Moser et al., 2008).
Neurotoxické 1éze EC u mladych potkani vyvolavaji deficity v prostorovém uceni (Goodlett
et al., 1989; Jarrard et al, 1984) a v behaviordlni flexibilité, kterd je posuzovana
prostfednictvim posouvani platformy do protilehlého kvadrantu ve vodnim bludisti (Hagan et
al., 1992). Avsak tyto studie neposkytuji jednoznacny dikaz, Ze by nedostatek zpracovani
informace o prostoru v ramci EC kompromitoval formovani prostorové paméti. Alternativni
interpretace mize byt takova, ze zménény hipokampalni vstup v disledku ablace perforujici
drahy vede k chybnému zpracovani prostorové informace. EC pfijiméa cholinergni projekce
z CH1 podobné¢ jako hipokampus (Alonso a Kohler, 1984; Jones, 1993) a nékteré vysledky
naznacuji, Ze cholinergni septo-entorhinalni projekce mize byt také zapojena v uceni a pameéti
(Walsh et al, 1996). Nicméné neurotoxické léze CHI nemohou plné rozliSit mezi
cholinergnimi ucinky v hipokampu a v EC, a k vyfeSeni této otazky je proto tfeba vice

vyzkumu uzivajici lokélni infuze neurotoxické latky inhibujici cholinergni receptory.
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Obrazek 4 — Hipokampus ma laminarni organizaci, ve které jsou t¢la bunék pevné sbalena do tvaru
pismene C. Schéma zapojeni hipokampu je tradicné prezentovano jako trisynaptickd smycka. Hlavni
vstup je veden axony z perforujici drahy, které ptinaseji do gyrus dentatus polymodalni smyslové
informace zneuronii II. vrstvy entorhinalniho kortexu. Axony perforujici drahy tvoii excitacni
synapticky kontakt s dendrity granuldrnich bunék, resp. axony =z lateralniho a medialniho
entorhinalniho kortexu inervuji vnéjsi a stfedni tfetinu dendritického stromu. Granularni bunky
projikuji svymi axony (mechovymi vlakny, mossy fibres) do proximalnich apikalnich dendritd
pyramidovych bunék CA3 oblasti, nasledné projikuji ipsilateraln¢ do pyramidovych bunék CAl
oblasti prostfednictvim Schafferovych kolateral a kontralateralné do pyramidovych bun¢k CA3 a CAl
oblasti prostiednictvim komisuralnich projekci. Kromé trisynaptické smycky je zde také husta
autoasociativni sit’ propojujici CA3 buiiky na stejné stran€. Pyramidové buniky CA3 oblasti jsou také
inervovany pfimym vstupem z bun¢k II. vrstvy entorhinalniho kortexu (na obrazku neni zobrazeno).
Distalni apikalni dendrity pyramidalnich neurontit CA1 oblasti ptijimaji ptimy vstup z bun¢k III. vrstvy
entorhinalniho kortexu, kde je také modulacni vstup do hipokampalnich neurond. Hipokampus také
obsahuje pestrou paletu inhibi¢nich neuronii (zde nevyobrazeny). Prevzato z Guilherme et al., 2008.

3.3.3. Striatalni cholinergni systém

Striatum kontroluje odpovédi na stimuly, motorické dovednosti a proceduralni prvky
selekce prostorové odpovédi (McDonald a White, 1993). Jeho ucast v téchto procesech lze
testovat u potkanii ve specializovanych bludistich. Potkani si vybiraji spravné rameno
v kiizovém bludisti na zdkladé strategie mista ¢i na zéklad¢ strategie odpovédi, zavislych na
rozsahu trénovani (Packard, 1999; Packard a McGaugh, 1996). Simultanni méfeni hladin ACh
v mozku potkanii prostfednictvim mikrodialyzy naznacuje, ze hipokampalni systém je
zapojen do procesu prostorové odpovédi, zatimco striatum je aktivovano az pozdéji, kdyz uz
je 1implementovdna strategie odpovédi (Chang a Gold, 2003). Ablace striatalnich

cholinergnich interneuront vede k poskozeni procedurdlniho uceni v tlloze tonem-navadéného
23



vyhybani se (tone-cued avoidance), stejné tak jako posSkozeni prostorové pracovni pameéti
v uloze alternace v T-bludisti, avSak nema zadny dopad na akvizici referen¢ni paméti ve

vodnim bludisti (Kitabatake et al., 2003).

Rozdilné striatdlni podoblasti se pravdépodobné podili na jednotlivych aspektech
vykonu ve vodnim bludisti (Devan et al., 1999; Devan a White, 1999). Obzvlasté¢ vyznamné
je dorzomedialni striatum se svou roli v akvizici jak v tloze viditelné, tak 1 skryté platformy
ve vodnim bludisti (Devan et al., 1999; Whishaw et al., 1987). Deficity byly zptisobeny 1ézi-
indukovanou tigmotaxi, kterd brani potkanim pouzivat optimalni navigacni strategii. ACh
vramci dorzomedidlniho striata pravdépodobné kontroluje inhibici vzorcti predchozi
relevantni odpovédi a umoznuje uceni nové, vhodnéjsi prostorové odpovédi (Ragozzino,
2003; Ragozzino a Choi, 2004; Ragozzino et al., 2002). Modulace vylevu ACh béhem
prostorového reverzalniho uceni naznacuje, Ze cholinergni neurony v dorzomedialnim striatu
jsou aktivovany podle novych ndroka prostedi tak, aby mohly byt pozménény vzorce pro

novou prostorovou odpoved’.

3.4. Farmakologické manipulace cholinergni
transmise a prostorového uceni

Prestoze studie 1ézi mohou indikovat, zda je ACh a priori vyznamny v neuronalni
aktivité behem urcitych typt chovani, neposkytuji odpoveéd na otazky, ktery systém receptorti
je aktivni ¢i béhem které periody vykonu v tloze se ACh uvoliuje. Centralné aktivni
cholinergni latky s vy$§im casovym rozliSenim umoziuji tyto otazky zodpovédéet, ovlivituji
fyziologické projevy, jako je EEG (Platt a Riedel, 2011), ¢i cholinergni tonus, a zaroven
modifikuji behaviordlni vykony v jednotlivych kognitivnich tlohach jak u lidi, tak i u zvifat.
OvSem jejich zfejmou nevyhodou je, Ze mohou poskytnout pouze omezené informace o
cholinergnim podsystému a systémové (intraperitonealni, subkutanni) podani nemusi mit

zadné rozliSeni pro konkrétni specifickou oblast v mozku.

Farmakologické manipulace se specialné pouzivaji k testovani prostorového
zpracovani a jsou realizovany prostiednictvim podavani agonistli a antagonisti centralnich
cholinergnich receptorti, jak muskarinovych, tak i nikotinovych, ¢i prostfednictvim exogenni
blokaddy nebo posileni cholinergni aktivity. Cholinergni tonus miize byt navic nepifimo

modifikovan jinymi neuropfenaseCovymi systémy, coz predstavuje dalsi komplikujici faktor.
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3.4.1. Agonisté a antagonisté muskarinovych receptort

Blokada muskarinovych receptori predchdzejici proces uceni, napiiklad uzitim
nespecifickych antagonistli skopolaminu ¢i atropinu, inhibuje prostorovou pamét. VéEtSina
studii uzivajici skopolamin ¢i atropin jako vychozi screeningovou metodu (Tabulka 1) k
identifikovani terapeutickych kandidatd k 1écb¢é kognitivnich onemocnéni je provadéna na
hlodavcich (Drachman a Leavitt, 1974). U lidi skopolamin zptsobuje deficity v ulohach, které
zahrnuji nové kombinace jiz dobfe znamych prvkl (Beatty et al., 1986), ale nepoSkozuje
pracovni pamét’ pro znamé podnéty, jako jsou slova €i ¢isla. U hlodavc muskarinova blokada
vyvolava deficity jak u prostorového uceni, tak i u selekce strategie v tlloze referencni pameti
ve vodnim bludisti; nicméné neprostorovy predtrénink (rnon-spatial pretraining) umoznuje
zvitatim najit nejvhodnéjsi strategii (Cain et al., 2000). Predpoklada se, ze tato poSkozeni
mohou byt zpisobena neschopnosti inhibovat neefektivni unikové strategie (Day a Schallert,
1996). Blokdda muskarinovych receptorti proto miize naruSovat selekci nejvhodnéjsi strategie
uceni (Day a Schallert, 1996; Sutherland et al., 1982; Whishaw, 1985; Whishaw et al., 1995).
Tento deficit miize byt prekonan opakovanym tréninkem, dokud ptfevlada prostorova strategie
(Day a Schallert, 1996). To je v souladu s pozorovanim, Ze blokéda cholinergni transmise
narusuje prostorovou pracovni pamét’ (Ballard a McAllister, 1999; Buxton et al., 1994; Han et
al., 2000; Whishaw et al., 1995), a v souladu s anxiogennim profilem skopolaminu, ktery

muze prispivat k poskozeni v senzorickém filtrovani (Smythe et al., 1996).

Casovy priibéh podani ACh vzhledem k za¢atku tilohy hraje kritickou roli s ohledem
na UCinky anticholinergnich latek. Cholinergni blokada ptfed tréninkem naruSuje neurondlni
procesy pocate¢niho kodovani, zatimco pokud je cholinergni blokator podan béhem
konsolidace, nevyvolava poskozeni ve vybavovani. Z toho je patrné, Ze se role ACh méni
béhem rozdilnych stavli pamétového zpracovavani a je bifazickd, tedy vysSi béhem

formovani a niz§i béhem pozdéjsich stavli pamét'ového zpracovani.

Ackoliv zdkladni mechanismy nejsou zcela jasné, zda se, ze modulace uvoliiovani
ACh v periodach nésledujicich po uceni umoznuje udrzZeni stabilni aktivity, coz podporuje
dvoufazové pusobeni ACh ve formovani prostorové paméti (Marighetto et al., 1993; Micheau
a Marighetto, 2011). Krom¢é mozné 1é€by AD mohou byt cholinomimetika povazovana také
za latky zlepSujici pokles kognitivnich funkci ve fyziologickém starnuti. Souhrn studii na
hlodavcich s podavanim muskarinovych agonist, jako jsou pilokarpin, karbachol,
oxotremorin a dal$i, je uveden v review Deiana et al. (2011). Klicovym prvkem je integrita

cholinergniho systému, u mladych kontrolnich subjektli cholinergni agonisté neovliviiuji
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signifikantné pamétové zpracovani (Givens a Olton, 1990), spiSe se zdaji byt efektivni u
star§ich zvirat, zvifat s modelovanou demenci ¢i u pacientt trpicich demenci (Brandeis et al.,
1990; De—Mello et al., 2005; Markowska et al., 1995), u nichZ je cholinergni systém narusen.
To miize byt zplisobeno na véku zavislym narusenim cholinergni funkce, ktera je citliva
k latkami vyvolanému posileni ACh; u mladych subjektii je aktivita ACh saturovana, a proto

nemusi vyuzivat dalsi ¢i déletrvajici aktivace receptort.

Co se tyce zlepSeni na v€ku zavislych deficitl, muskarinovi agonisté obecné zabranuji
deficitim prostorové paméti vyvolanych farmakologickou cholinergni blokadou
prostiednictvim zvySeni aktivity septo-hipokampalnich neuronti (Givens a Sarter, 1997;
Markowska et al., 1995), coz ma za nasledek zvysené uvolnovani ACh v hipokampu (Bland a
Oddie, 1998; Givens a Olton, 1994; Givens a Olton, 1995; Monmaur a Breton, 1991). Podani
cholinergnich blokatord po akviziéni fazi vyvolava zhorSeni vykonu prostorové paméti
(Bunce et al., 2003; Bunce et al., 2004) naznacujici naruseni v konsolidaci paméti. Toto opét

ukazuje na dvoufazovou roli ACh béhem akvizice a retence (Marighetto et al., 1993).

Avsak z farmakologickych studii skopolaminu stale neni znam specificky receptorovy
podtyp, ktery je aktivovan béhem rozdilnych tloh. Na zdkladé distribuce receptorti v kortexu
a hipokampu podnécuje blokada M, receptori uvoliiovani ACh z kortikalnich,
hipokampalnich a striatalnich oblasti v potkanim mozku, narozdil od blokady M, receptort
(Lachowicz et al., 2001; Lapchak et al., 1989; Quirion et al., 1995; Quirion et al., 1994;
Stillman et al., 1996).

Selektivni M, antagonisté, jako je BIBN-99, jsou schopni zlepsit prostorovou pamét’
ve vodnim bludisti u starych potkani s kognitivnimi poruchami (Doods et al., 1993; Rowe et
al., 2003). Jejich ucinky byly dlouhodobé, ptetrvavajici i po ukonceni 1écby. Zablokovani M,
receptori v dorsolaterdlnim striatu selektivné zlepSuje procedurdlni, nikoli vSak referencni
prostorovou pamét (Lazaris et al., 2003), zatimco podéni do dorzédlniho hipokampu nema
zadny efekt na dlouhodobou, ani na kratkodobou prostorovou pamét’ (Andrews et al., 1994;
Herrera—Morales et al., 2007). Nicméné M, knockoutované mysi nevykazuji lepsi vykony
v prostorovych tlohach, naopak se spiSe zda, ze absence M, je pro kognici nezadouct,
naznacujici celkovou abnormalni aktivitu mozku v disledku mutantnich M, receptort
(Bainbridge et al., 2008; Seeger et al., 2004). Naopak a v souladu s ptredpoklady selektivni
aktivace M, receptori nereverzuje kognitivni deficity vyvolané skopolaminem (Shannon et

al., 1990).
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Pokud jsou M; cholinergni receptory lokalizovany postsynapticky (Wevers, 2011)
jejich inhibice pirenzepinem v predtréninku oslabuje prostorové uceni (Bymaster et al., 1993).
V souladu s timto plusobenim lze prostorovy deficit zavisly na véku zvratit agonisty M,
receptord v ulohéch — jak v bludisti s radidlnimi rameny, tak i ve vodnim bludisti (Brandeis et
al., 1989; Brandeis et al., 1990). Vysoce potentni novi M;—selektivni agonisté dokonce
zlepSuji vykony u normalnich subjektti (Vanover et al., 2008), coz naznacuje, ze by to mohla

byt efektivni a nad€jna terapeuticka cesta v blizké budoucnosti.
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Zpusob Ci

Kmen . T . . o .
en Vék Behavioralni test misto Faze podani Efekt Publikace
potkanti P
podani
Deficit prostorové
Lister Dospéli DMTP verze vodniho i Pre-trénink pracovni paméti, von Linstow Roloff et al.,
hooded P bludisté P intaktni proceduralni 2007
pamét’
Long- Dospéli Test refergncnl p?[“.e“ ve ? Pre-test Naruseni McNamara a Skelton, 1992
Evans vodnim bludisti
Kuo: Test referen¢ni paméti ve Anteriorni
- Dospéli ; s cingularni Post-trénink Bez efektu Riekkinen et al., 1995
Wistar vodnim bludisti
kortex
Kuo: Dospei | Testreferencni pamtive | S0 Pre-trénink Bez efektu Riekkinen et al., 1995
Wistar P vodnim bludisti 9 "
kortex
Lister . Test referencni paméti ve . - -
hooded Dospéli vodnim bludisti icv Pre-trénink Naruseni Hagan et al., 1987
Sprague Dospéli Test refereﬁcnl p?[“.et' ve ip Post-trénink/Pre-test Naruseni Jackson a Soliman, 1996
Dawley vodnim bludisti
- . Pre-prostorovy - .
Long- o Test referencni paméti ve . o Naru$eni prostorové .
Evans Dospéli vodnim bludisti ip tremnk/p'ost'- . odpovédi Cain et al., 2000
neprostorovy trénink
) . Test referen¢ni paméti ve . - s
Wistar Dospéli vodnim bludisti ip Pre-test Naruseni Riekkinen et al., 1990
Lister 4 mésice Test refergncnl pal[nleu ve ip Pre-trénink Naruseni Buresova et al., 1986
hooded vodnim bludisti
Wistar Dospgli | lestreferencni paméti ve ip Pre-trénink Narugen Yaguchi et al., 2009
vodnim bludisti
Lister - Test referenéni paméti ve . . . . von Linstow Roloff et al.,
hooded Dospéli vodnim bludisti ip Pre-trénink Naruseni 2007
Sprague Dospéli Test referencni paméti ve ms Pre-akvizice Naruseni Elvander et al., 2004
Dawley vodnim bludisti v
Kuo: Test referen¢ni paméti ve Posteriorni
o Dospéli . iy cingularni Post-trénink Bez efektu Riekkinen Jr et al., 1995
Wistar vodnim bludisti
kortex
Kuo: Test referenéni paméti ve Posteriorni
o Dospéli . pam cingularni Pre-trénink Naruseni Riekkinen Jr et al., 1995
Wistar vodnim bludisti
kortex
F 344 Dospéli Test refereﬁcm pa.[“.et' ve sc Pre-test Naruseni Cozzolino et al., 1994
vodnim bludisti
Sprague Dospéli Test refere’ncm p?[“.e“ ve sC Pre-trénink Naruseni Wang et al., 2000
Dawley vodnim bludisti
) 2-3 Test referencni paméti ve - -
Wistar mésice vodnim bludisti sC Pre-trénink Naru$eni Buccafusco et al., 2008
Long- 79 Test pracovni paméti ve ip Pre-akvizice Narugeni Hodges Jr et al., 2009
Evans mésicl vodnim bludisti
Iéong- Dospéli BIUdiSt€ s radidlnimi ip Post-akvizice Naruseni Cassel a Kelche, 1989
vans rameny
Sprague Dospéli BIudiSté s radidlnimi ip Post-test Bez efe:ktu na Mundy a Iwamoto, 1988
Dawley rameny konsoliodaci

28




Zpusob ci

Kmeng Vék Behavioralni test misto Faze podani Efekt Publikace
potkant e
podani
Iéong- 79 BIudiSté s radidlnimi ip Pre-akvizice Narugeni Hodges Jr et al., 2009
vans mésicl rameny
Sprague Dospéli Bludisté s radiglnimi ip Pre-test Naru$eni v akvizici Mundy a Iwamoto, 1988
Dawley rameny
Sprague - Bludisté s radialnimi ) _— .
Dawley Dospéli rameny ip Pre-test Narus$eni Xiong a Tang, 1995
Wistar 7 tydna BIudiSté s radialnimi ip Pre-test Naruseni Masuoka a Kamei, 2009
rameny
Lister 4 mésice Bludisté s radiglnimi ip Pre-trénink Naruseni Buresova et al., 1986
hooded rameny
Lister Dospéli Bludisté s radialnimi sc Post-trénink/Pre-test Naruseni Dennes a Barnes, 1993
hooded rameny
Sprague | ook Bludisté s radiglnimi Substantia Post-trénink/Pre-test Bez efektu Levin et al., 1994
Dawley rameny nigra
Sprague - Bludisté s radialnimi Ventralni - o . .
Dawley Dospéli rameny hipokampus Post-trénink/Pre-test Naruseni Kim a Levin, 1996
orague | pospsi BludiSté s radiainimi VA Post-trénink/Pre-test Bez efektu Levin et al., 1994
awley rameny
Prostorova alternace
F 344 12 tydna potravni prezentace sC Pre-akvizice Naruseni Shannon et al., 1990
(pracovni pamét)
F 344 ?‘8 N Prostorqva alternace sC Pre-trénink Naruseni Bymaster et al., 1993
mésicl potravni prezentace
Long- Dospéli Spontanni altlgrpace vT- ms Pre-test Narugeni Givens a Olton, 1990
Evans bludisti
Long- Dospéli Spontanni alternace v T- ip Pre-akvizice Narugeni Givens a Olton, 1995
Evans bludisti
Long- 10222,’?12 Spontanni alt%rpace vT- ip Pre-akvizice Naruseni rjezaVIsIe na Ordy et al., 1988
Evans mésicl bludisti véku
Sorague Prostorova uloha
prag Dospéli pracovni paméti parové sC Pre-test Naruseni Grauer a Kapon, 1996
Dawley e
diskriminace
) . Uloha kuzelového ) - van der Staay a Bouger,
Wistar Dospéli bludists ip Pre-test Naruseni 2005
E‘v’gﬁ’s Dospéli DMTP dloha v MWM sc Pre-test Narugeni Andrews et al., 1994
Long- 4 mésice Hebb-Williamsovo CA3, CA1 Pre-test Deficit v kédovani, bez Rogers a Kesner, 2003
Evans bludisté efektu na retrieval
Wistar 3 mésice Lokalizace objektu sc Pre-test Naruseni Pitsikas, 2007

Tabulka 1 — Piehled ucinki na muskarinové receptory po podani skopolaminu na prostorovou pamét’
u vybranych kment potkanti. DMTP — tloha delayed-matching-to-place v Morrisové vodnim bludisti,
icv — intracerebroventrikularni, ip — intraperitonealni, ms — medialni septum, sc — subkutanni, VTA —
ventralni tegmentalni area. Prevzato a upraveno dle Deiana et al., 2011
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3.5. Acetylcholin, theta rytmus a synapticka
plasticita

Piedpoklada se, ze cholinergni signalizace je odpovédna za Zivotné¢ dileZzitou roli
v generovani oscilacnich stavii v CNS. Daéle se predpoklada, Ze sitové oscilace in vivo
poskytuji ¢asovou souvislost, podle niz mize pfesné¢ nacasovana aktivita bun¢k dekddovat
informaci, a kone¢né, hipokampdlni oscilace mohou byt nezbytné v asociativnim uceni a jako

reference pro kddovani mistovymi buitkami (Buzsaki, 2002; O 'Keefe a Recce, 1993).

VétSina vyzkumli zaméfend na mechanistické aspekty sitovych oscilaci byla
provadeéna in vitro diky zvysSené experimentalni dosazitelnosti nahrdvani z fezl oproti in vivo.
Aktivace ACh receptoru muze vést knes€etné synchronizovanym oscilaénim staviim
zavislych na koncentraci pouzitého agonisty a na aktivovanych podtypech receptord,
zahrnujici nizkofrekvencni aktivitu a theta, gama a beta frekvencni oscilace (Fisahn et al.,
1998; Luo et al., 2008; Shimono et al., 2000). Tyto oscilacni stavy zaviseji na inhibicni i
excitatni neurotransmisi a jsou abnormalni pii naruseni GABAergni, stejn¢ jako

glutamatergni, signalizace.

Zvlastni zdjem je vénovan roli ACh v theta-oscilacich. Hipokampalni theta rytmus je
zavisly na projekcich z oblasti medidlniho septa a vyskytuje se u potkant, kdyz se zabyvaji
pruzkumnym chovanim a béhem REM spanku (Brankack et al., 2009; Buzsaki, 2002). Tyto
oscilace jsou ve své podstaté svazany s ucenim a paméti a umoznuji rychly pfechod mezi
kédovanim a vybavenim informace (Buzsaki, 2002; Hasselmo et al., 2002; Winson, 1978).
Aplikace agonisti mAChR na fezy hipokampu vyvoladva theta frekvencni oscilace, které
moduluji indukci dlouhodobé potenciace (long-term potentiation, LTP) (Huerta a Lisman,
1995; MacVicar a Tse, 1989; Traub et al., 2004; Whitlock et al., 2006). V CA1 (Cornu
Ammonis Area 1) oblasti hipokampdlnich fezli vyvolava karbachol (CCh, agonista nAChR)
theta-podobné oscilace, které jsou spojené s muskarinovym potlaéenim GABAergni inhibice,
a indukce LTP na fezech s CCh o koncentracich v optimalnim rozsahu pro vyvoléani theta
frekvencnich oscilaci je potenicovana (Huerta a Lisman, 1993; Natsume a Kometani, 1997).
Mimo jiné CCh-vyvolané theta oscilace snizuji prah vyvolani LTP (Huerta a Lisman, 1995).
Tato facilitace je blokovana atropinem, coz naznacuje silnou vazbu na muskarinové receptory
(Natsume a Kometani, 1997). Ve skuteCnosti je oscilogenni (pro-oscila¢ni) aktivita ACh
zprostiedkovdna predominantné prostfednictvim mAChRs, nAChRs se netcastni pfimo

generovani sitovych oscilaci, ale spiSe modulovani pre-existujicich stavii (Cobb et al., 1999;
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Williams a Kauer, 1997). Naptiklad, v CA3 (Cornu Ammonis Area 3) oblasti hipokampalnich
fezli endogenni aktivace nAChRs po farmakologické stimulaci muskarinovych receptora
konvertuje vzor sitové aktivity v theta-frekvenéni depolarizujici epizody (Cobb et al., 1999).
V ptipadé¢ LTP je vSak urceni role individudlnich muskarinovych podtypii v odlisnych
vzorcich sitovych oscilaci obtizné kvuli prozatimni absenci podejdnotkové specifickych

ligandi, ackoli feSeni postupné ptichazi s pouzitim muskarinovych knockoutu.
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3.6. Skopolamin

Skopolamin (hyoscin), ester skopinu a kyseliny tropové, je tropanovy alkaloid
vyskytujici se v lilkovitych rostlinach (Solanaceae) (Alves et al., 2007), napt. v ruliku
zlomocném (Atropa belladona), blinu cerném (Hyoscyamus niger), durmanu obecném
(Datura stramonium) &1 mandragoie lékatské (Mandragora officinalis). Chemicky je
piibuzny atropinu, ma tercialni dusik a u¢inna je pouze jeho levotociva forma (L-skopolamin,
Obrazek 5), stejn¢ jako u atropinu. Skopolamin piisobi na vegetativni organy kvalitativné
stejné jako atropin. V ucincich na CNS stoji na rozdil od atropinu v popiedi tlumivé ucinky,
které se daji vyuzit v profylaxi zvraceni pii kinetozach. Skopolamin pronikd do mozku snaze
a rychleji nez atropin, protoze vyssi podil davky je ve formé lipofilni baze. Pusobi jako
antagonista centralnich muskarinovych receptori v mozku (Ben—Barak a Dudai, 1980).
Svymi u¢inky naruSuje u€eni a pamét, vyvolava poruchy paméti a neschopnost tsudku. V
ur¢itém davkovém rozsahu se centralni pfiznaky otravy projevuji jako zmatenost a halucinace
(Lillmann et al., 2004). N¢kdo jiz po zlomcich mg reaguje zna¢nou psychickou tuposti, po
piipad¢ spankem. Pfitom vSak mtize odpovidat na otdzky znacné rychle, dokonce tak, ze
nevznika korekce autokritikou. Ukdzalo se, Ze této vlastnosti skopolaminu nelze vyuzit k
dosazeni pravdivé vypovédi, ponévadz se takto mize pfiznat k trestnému ¢inu nejen pachatel,
nybrz kazdy, kdo na tento ¢in jen kladné pomyslel (Riedl et al., 1971). Skopolaminovy model
amnézie je velmi Casto vyuzivan jako screeningovy test ve vyzkumu latek posilujicich pamét
(Blokland, 2005). V lékatstvi je dnes vyuzivan jako sedativum motorického neklidu u
duSevnich chorob, jako parasympatolytikum, 1€k tlumici ¢innost pasympatického systému
(napt. pti 1é¢bé kieCovych bolesti), ¢i jako antiemetikum, latka potlacujici zvraceni (u kinetoz
— napf. u moiské nemoci &i u letecké nevolnosti). V Ceské republice viak neni registrovan

jako Iék.

HyC—N

Obrazek 5 — Chemicka struktura levotoCivé formy skopolaminu (L-skopolamin). Prevzato z

Wikimedia Commons
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4. Cile prace

e Porovnat citlivost prostorové navigace dvou outbrednich kmenit
potkana Long—Evans a Wistar z chovii Fyziologického tistavu AV CR
k akutnimu intraperitonealnimu podani roztoku skopolaminu jako

modelového amnestického agens.

o Stanovit davkovou zavislost této odpovédi u obou kmenii s vyuzitim

tfi davek skopolaminu: 0,8 mg/kg; 1,5 mg/kg a 3,0 mg/kg.

e Otestovat skopolaminem navozeny kognitivni deficit potkanii ve dvou
prostorovych ulohach: v aktivnim vyhybani se mistu, testu kognitivni
koordinace, a v Morrisové vodnim bludisti, testu presné reprezentace

mista.
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S. Metody

5.1. Zvirata

Ve studii byli pouziti dospéli outbredni samci potkani kmene Long—Evans
(pigmentovani), v poctu 64, a kmene Wistar (albini), v po¢tu 65. Kmen Long—Evans a Wistar
byl dodan z chovu Fyziologického tustavu Akademie véd CR, v. v. i.. Véaha potkani se
pohybovala mezi 250 — 400 g dle jejich stafi, které bylo v priméru 90 dni. Potkani byli
chovani v oddéleném zvéfinci laboratofe Oddéleni neurofyziologie chovani a paméti, FGU
AV CR, v prithlednych plastovych boxech (25 x 25 x 40 cm) po 2 az 4 jedincich ve skupiné a
v 12/12hodinovém rezimu den a noc. V klimatizované mistnosti byla konstantni teplota, a
konstantni vlhkost. Po celou dobu studie méli potkani volné dostupnou potravu a vodu. Nez
potkani vstoupili do experimentu, byli nejméné po dobu 5 dnli ochocovéni experimentatorem.
Ptied testovanim v tloze AAPA byl vybrané skupiné potkant citlivé implantovan kovovy Cip
(injek¢ni jehla se zatupenym a zatocenym koncem) do podkozniho zdhybu na zadech,
k némuz byla v testu piipevnéna krokodylova svorka propojena s Sokovacim zatizenim (vice
v kapitole 5.3. Aparatura a behaviordlni procedury). Tento zdkrok je analogicky
s hypodermickou injekei u lidi a nevyzaduje anestézii. Kazda testovand skupina o 8 potkanech
byla zafazena bud’ do experimentu MWM, anebo do experimentu AAPA. Veskeré
manipulace se zvifaty byly provedeny dle Smérnic o chovu a vyuziti laboratornich zvifat,
v souladu se Zakonem ¢. 149/2004 Sb., vetné dodatku o ochrané zvifat proti tyrani,
a Vyhlaskou Ministerstva zemé&délstvi Ceské republiky &. 207/2004 Sb., o ochrang, chovu
a vyuziti pokusnych zvifat a odpovidajici smérnicim Rady evropskych spolecenstvi

(European Community Council (2010/63/EC).

5.2. Chemikalie

Centralné aktivni antagonista acetylcholinovych muskarinovych receptorii skopolamin
hydrobromid (déle jako skopolamin, dodan firmou Sigma Aldrich spol., s. r. 0., CR) byl
rozpu$tén ve fyziologickém roztoku (0,9 % NaCl). Ve studii byly pouzity 3 koncentrace
skopolaminu, a to: 0,8 mg/ml, 1,5 mg/ml a 3,0 mg/ml. Roztoky skopolaminu byly vzdy

pripravovany cerstvé prvni den testovaciho tydne a béhem experimentu byly uchovavany
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vchladu a chranény pied svétlem. Roztok skopolaminu ¢i fyziologicky roztok byl
intraperitonealn¢ aplikovan vobjemu 1 ml/kg dle zatazeni do skupiny (kontrolni
s fyziologickym roztokem nebo testovaci s roztokem skopolaminu v davce 0,8 mg/kg, 1,5
mg/kg ¢i 3,0 mg/kg) vzdy 20 minut pred zahdjenim testovani v AAPA a vzdy 20 minut pred
prvni plavbou v MWM. Potkani obdrzeli stejny objem skopolaminu ¢i fyziologického roztoku

odpovidajici télesné vaze v kazdé injekci.

5.3. Aparatury a behavioralni procedury

5.3.1. Aktivni vyhybani se mistu (AAPA)

Aparatura aktivniho se vyhybani mistu (dale AAPA; Obrazek 6) (Stuchlik et al.,
2004, 2008, 2012) ptedstavuje kruhovou arénu o priméru 82 cm s hladkym kovovym
povrchem, kterd je vyvySend 1 m nad zemi. Aréna je obklopena prihlednou plexisklovou
bariérou o vysce 30 cm. Béhem testovani jsou v mistnosti konstantni vzdalené orientacni
body (dverte, plakaty, nabytek aj.) (Bures et al., 1997). Na zacatku sezeni je potkanovi nasazen
leky postrojek s LED diodou a je mu pfipevnéna krokodylova svorka ke kovovému cCipu
(injeke¢ni jehla, viz vySe) na zadech, ¢imz je propojen se Sokovacim zafizenim. Potkan je
nasledné umistén do stiedu arény, ktera se otaci konstantni rychlosti, 1 otacka za minutu. Na
arén¢ je vymezen neznaceny, pro potkana zakazany sektor, ktery je definovan v soufadnicich
mistnosti a stabiln¢ orientovany na sever po celou dobu testovani. Sektor je definovan pomoci
sledovaciho systému (Tracker, Biosignal Group, USA) propojené¢ho s pocitatem. Tento
systém také monitoruje polohu potkana v aréné (o frekvenci 25 Hz) diky LED diod¢ umisténé
na jeho zadech. Druha LED dioda je lokalizovana na periferii arény a udava informaci o jeji
rotaci. Trajektorie jsou digitalizovany a nahravany do pocitace jak v soufadnicich arény, tak 1
v soufadnicich mistnosti, pro budouci rekonstrukci a analyzovani drahy potkana pomoci

analyza¢niho programu (TrackAnalysis, Biosignal Group, USA).

Pokud se potkan zdrzi v zakdzaném sektoru déle jak 300 ms, obdrzi jemny elektricky
Sok (stfidavy proud, konstatni proudova regulace; 50 Hz, 200-600 pA) do plosek na
chodidlech v intervalech 1200 ms, dokud zakdzany sektor neopusti. Elektricky Sok je
zprosttedkovan generatorem propojenym kabelem s krokodylovou svorkou, ktera je
piipevnéna ke kovovému ¢ipu v podkozi na zddech potkana, ktery stoji na uzemnéné kovové

aréné, ¢imz se uzavira elektricky obvod. Velikost elektrického Soku je individualizovdna pro
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kazdé zvite zvlast’ tak, aby byl dostatecny k unikové reakci, ale ne pfilis$ silny, aby se predeslo
nehybnému chovani, kdy potkan na impulz rezignuje a elektricky Sok dal ignoruje. Jak se
aréna permanentné otaci, je potkan nucen se aktivné vyhybat zakdzanému sektoru ve sméru
proti jejimu otaceni, jinak je do néj pasivné zavezen. Testovani v AAPA trva 4 dny, kdy
v kazdém dni je provedeno 1 sezeni trvajici 20 minut, tedy mezi jednotlivymi sezeni je
24hodinovy interval. Fyziologicky roztok ¢i roztok skopolaminu (o koncentraci 0,8 mg/ml,
1,5 mg/ml ¢ 3,0 mg/ml), byl intraperitonealné aplikovan vzdy 20 minut pfed zahdjenim
kazdého sezeni. V kazdé¢ testované skupiné bylo po 8 potkanech, tedy Wistar — kontrolni,
fyziologicky roztok; Wistar — skopolamin 0,8 mg/kg; Wistar — skopolamin 1,5 mg/kg; Wistar
— skopolamin 3,0 mg/kg; Long—Evans — kontrolni, fyziologicky roztok; Long—Evans —
skopolamin 0,8 mg/kg; Long—Evans — skopolamin 1,5 mg/kg a Long—Evans — skopolamin 3,0
mg/kg; tedy celkem 4 testované skupiny pro kazdy kmen.

Obrazek 6 — Fotografie potkana v tloze aktivniho vyhybani se mistu (AAPA).
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5.3.2. Morrisovo vodni bludisté (MWM)

Morrisovo vodni bludisté (Morris, 1981) sestava z Sedého kruhového bazénu (180 cm
v priméru) naplnéného vodou o pokojové teploté (t = 21+2 °C) do vysky 35 cm. Voda
v bazénu byla na jednotlivd sezeni pravidelné¢ vyménovana a vzdy zakalovana piidanim
malého mnoZzstvi bilé netoxické malifské barvy (Primalex, PPG Deco, CR). Bazén je
v mistnosti, ve které jsou umistény vzdalené orientacni body (plakaty, okna, dvefe, nabytek
aj.), pomoci nichz je potkanovi usnadnéna lokalizace platformy. Trajektorie plaveb je
nahravdna kamerou, umisténou nad bazénem a kterd je propojena s digitalnim trekovacim
systtmem a s programem ukladajici data (Tracker, Biosignal Group, USA). Ve vodnim
bludisti se nachazi prtihledna plastova platforma, kterd je umisténa doprostied libovolné
definovanych kvadrantt a lokalizovana vzdy do jednoho ze svétovych sméri (S, SV, V,JV, J,

1Z,Z, SZ).

Testovani v Morrisov€ vodnim bludisti je provadéno vzdy béhem svételné faze dne a
jednotliva sezeni maji 24-hodinové intervaly. Trénink viditelné platformy v MWM spociva
v uceni potkana na viditelnou platformu a skladd se ze dvou fazi, sezeni 1 a 2. Béhem
tréninku je platforma v bludisti vynofena 1,5 cm nad hladinu a je opatfena modrobilym
plastovym krouzkem. V obou sezenich potkani absolvuji 10 plaveb s 10-minutovymi
intervaly, kdy je zvife vypousténo vzdy ze stejné startovni pozice (J), ale pozice viditelné
platformy je pseudondahodné ménéna pro kazdou plavbu (v sezeni 1: SV, S, JZ, SZ, J, IV, Z,
V, SZ, SV a vsezeni 2: SZ, Z, V, ], SV, JV, V, JZ, SZ, SV). Maximalni ¢as k nalezeni
platformy byl 1 minuta, pokud ji potkan do té doby nenasel, byl na ni naveden
experimentatorem a mél cca 20 sekund k zapamatovani si jeji pozice. V 1. sezeni viditelné
platformy vSechna zvifata obdrzela intraperitoneélni injekci fyziologického roztoku v davce 1
ml/kg dle télesné vahy, vzdy 20 minut pfed prvni plavbou. V 2. sezeni pak byla zvifatim
aplikovéna injekce roztoku dle zafazeni do skupiny; fyziologicky — kontroly, roztok
skopolaminu o koncentraci 0,8 mg/kg, 1,5 mg/kg ¢i 3,0 mg/kg; opét vzdy 20 minut pied prvni

plavbou.

Samotné testovani na skrytou platformu pak probihalo béhem nasledujicich 3 dnda,
tedy sezeni 3 — 5. Platforma jiz nebyla znaCena modrobilym krouzkem a byla zanofena 1 cm
pod hladinu tak, Ze nemohla byt spatfena plavajicim potkanem. Jeji pozice byla béhem téchto
sezeni stabilni, vzdy ve stfedu kvadrantu, orientovana na SV, avSak startovni pozice
vypousténi potkana se béhem jednotlivych sezeni pseudondhodné ménily. Kazdé sezeni
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zahrnovalo 8 plaveb s 10minutovymi intervaly se startovnimi pozicemi ze vSech svétovych
smérq, jejichz poradi bylo pro kazdé sezeni unikatni (v sezeni 3: J, Z, JV, SZ, V, JZ, SV, S;
vsezeni4: S,JV,Z,SV,J,SZ,V,JZ avsezeni 5: S, Z,JV,SZ, V,JZ, SV, J). Posledni den
testovani na skrytou platformu, sezeni 5, po skonceni vSech 8 plaveb potkani podstoupili tzv.
probe trial, kdy byla platforma z bludist¢ vyjmuta. Potkani byli vypousténi zJ startovni
pozice a méli 1 minutu na plavani v bazénu, kdy se hodnotila preference k cilovému
kvadrantu, tedy ovéfeni vytvofeni kognitivni mapy polohy platformy v bludisti. Obrazek 7
popisuje design pokusu v MWM. Béhem testovani na skrytou platformu potkani obdrzeli
v kazdém sezeni intraperitoneéalni injekci roztoku v davce 1 ml/kg dle zarazeni do skupiny;
fyziologicky — kontroly, roztok skopolaminu o koncentraci 0,8 mg/kg, 1,5 mg/kg ¢i 3,0
mg/kg; opét vzdy 20 minut pied prvni plavbou. Do experimentu v MWM bylo zafazeno 8
testovanych skupin potkant, a to: Wistar — kontrolni, fyziologicky roztok (n = 8); Wistar —
roztok skopolaminu o koncentraci 0,8 mg/kg (n = 8); 1,5 mg/kg (n = 9) a 3,0 mg/kg (n = 8);
Long—Evans — kontrolni, fyziologicky roztok; Long—Evans — roztok skopolaminu o
koncentraci 0,8 mg/kg (n = 8); 1,5 mg/kg (n = 8) a 3,0 mg/kg (n = 8); tedy opét celkem 4

testované skupiny pro kazdy kmen.

Trénink Testovani

g N s N g ™ g
Denl Den2 Den3 Dend

| | |
| o | o | o | f - 1
e N ' 'S s '
Viditelna Viditelna Skrytd Skrytd Skryta Probe trial
platforma platforma platforma platforma _ platforma PO ST
= ~ — =
M [ J l J - [ . I I J
r i N\ '8 V N f '8 ! N ( r ) ( ' & N
Bitloloatcld Fyziologicky Fyziologicky Fyziologicky Fyziologicky
Y roztgk Y roztok nebo roztok nebo roztok nebo roztok nebo
\_ .| skopolamin | ! skopolamin | _| skopolamin | | skopolamin
S J

Obrazek 7 — Schéma designu pokusu v MWM; Den 1, 2 — test viditelné platformy, Den 3, 4, 5 — test
skryté platformy s naslednym probe trialem.
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5.4. Hodnocené parametry, statistické zpracovani

V uloze vyhybani se mista jsme hodnotili dva prostorové specifické parametry a jeden
kontrolni lokomoc¢ni. Pocet vstupi do zakazaného sektoru (pocet chyb) odrazi celkovou
vykonnost. Maximalni ¢as vyhybani v jednom sezeni zase naznacuje maximalni vykonnost v
daném sezeni. Celkova dréha, kalkulovana trekovacim programem jako soucet vzdalenosti
bodii nahranych kazdou sekundu, je métitkem lokomoce v uloze. Je namisté¢ poznamenat, ze
vSechny tyto tii parametry spolu vyrazné koreluji. Data z tlohy aktivniho vyhybani se mistu
byla odchylena od normalni distribuce, proto jsme nejprve provedli jejich logaritmickou (In)
transformaci. Posléze byla analyzovana trojfaktorovou analyzou rozptylu (ANOVA) (kmen x
davka skopolaminu x sezeni). Kmen a davka slouzily jako mezisubjektové faktory a
opakovand méfeni byla aplikovdna na faktor sezeni. Data z MWM nebyla nikterak
transformovéana a hodnocena byla draha v metrech nezbytna k doplavéani k ostriivku (tento
parametr neni citlivy ke zménam rychlosti jako latence nalezeni ostrivku v sekundéch). Data
z MWM byla analyzovana ctyifaktorovou ANOVOU (kmen a davka slouzily jako
mezisubjektové faktory; sezeni a plavby jako vnitrosubjektové faktory s opakovanim). Data z
viditelné platformy byla analyzovana ctyifaktorovou analyzou rozptylu (obecny linearni
model; faktory: davka x kmen x plavba x den). V probe trialu byla hodnocena preference
cilového kvadrantu v prvnich 30 sekundach volné plaby (citlivy interval) pomoci faktorové
ANOVY (mezisubjektové faktory: davka, kmen). Data v obrazcich jsou prezentovana jako
priméry plvodnich hodnot a stfedni chyby priméra (S.E.M., standard error of the mean).

Hladina vyznamnosti byla pfijata na p = 0,05 a méné.
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6. Vysledky

Pozorovanim potkanti po aplikaci fyziologického roztoku ¢i roztoku skopolaminu
nebyly odhaleny zadné vazné senzomotorické poruchy. Postojové a somatické reflexy byly
zachovany. Néktefi potkani, kterym byl aplikovan roztok skopolaminu, vykazovali mirnou

hyperaktivitu, jez byla pozd¢ji potvrzena analyzou lokomoc¢ni aktivity.
6.1. AAPA

Analyza celkové vzdalenosti ukazala statisticky vyznamny efekt kmene a davky (P <
0,05), ale nikoli interakci mezi kmenem a davkou (P > 0,05) (Obrazek 8). To naznacuje, ze
mezi témito dvéma kmeny neexistuji statisticky vyznamné rozdily ve skopolaminem

indukované hyperlokomoci.

Celkova vzdalenost za sezeni - Long-Evans Celkova vzdalenost za sezeni - Wistar
160 u LE kontrolni 160 W kontrolni
140 ®LE-Scop-0.8mg 140 = W-Scop-0.8mg

120 uLE-Scop-1.5mg
uLE-Scop-3.0mg

120 uW-Scop-1.5mg

= W-Scop-3.0mg

80 80 L
60 5 - 1 : S 60 .
a0 40
20 20
o o
1 2 3 4 1 2 3 4

Sezeni Sezeni

Celkova vzdalenost (m)
Celkova vzdalenost (m)

Obrazek 8 — Vliv skopolaminu na lokomoci (priméry + S.E.M.). Nejvyznamnéji se pak projevila
davka 0,8 mg/kg u kmene Wistar. Piestoze zvyseni celkové vzdalenosti za sezeni bylo patrné hlavné u

kmene Wistar, inetrakce mezi kmenem a davkou neméla statisticky vyznamny efekt.

Pokud jde o pocet chyb, trojfaktorova analyza rozptylu (davka x kmen x sezeni s
opakovanymi méfenimi na sezeni) odhalila signifikantni hlavni efekt davky, kmene a také
sezeni (vSechna P < 0,05; Obrazek 9). Z hlediska efektu davky pusobila signifikantné
nejvyssi davka (P < 0,05). Byla rovnéz nalezena interakce mezi ddvkou a kmenem (P < 0,05).
To ukazuje, ze v uloze aktivniho vyhybani se mistu vykazuji oba kmeny jak rozdilnou

vykonnost, tak diferencialni citlivost na skopolamin.

40



Pocet chyb - Long Evans Pocet chyb - Wistar
70 = LE kontrolni 70 uW kontrolni
0 uLE-Scop-0.8mg 0 = W-Scop-0.8mg
u LE-Scop-1.5mg =W-Scop-1.5mg
50 mLE-Scop-3.0mg 50 = W-Scop-3.0mg
S S * *
5 a0 5 a0 %
2 S I
S 30 3 3
& 8 [
20 il T 20
0 0
1 2 .3 4 1 2 3 4
Sezeni Sezeni

Obrazek 9 — V poctu chyb byl kmen Wistar signifikantné horsi nezZ kmen Long—Evans (praméry =
S.E.M.). Statisticky vyznamna byla davka 1,5 mg/kg skopolaminu u kmene Wistar. Potkani kmene

Wistar vykazovali jak hor$i vykonnost, tak i vétsi citlivost ke skopolaminu v tloze AAPA; *P <0,05.

U maximalniho ¢asu vyhybani byl potvrzen efekt kmene a davky (P < 0,05; Obrazek
10) a ac¢ interakce mezi davkou a kmenem nedosdhla signifikance, vSechny davky
skopolaminu zhorSovaly tento parametr u obou kmenti. Jisty trend ke snizeni citlivosti kmene

Long-Evans je patrny na Obrazku 10.

Maximalni €éas vyhybani - Long-Evans Maximalni ¢éas vyhybani - Wistar
- 1000 = LE kontrolni .. 1000 =W kontrolni
[

S 9% sLE-Scop-0.8mg S °® | =W-Scop-0.8mg
E 800 - .|E-Scop-1.5mg ,§ 800 1 wW-Scop-1.5mg
N 70 4| E.Scop-3.0mg I = W-Scop-3.0mg
@ @
o 60 2 6w
8 8 s
s ]
2 a0 2 4 *
c c
& 30 = 3w
TE‘ 200 = 5 200 [ .
2 10 £ 100 = =

0 0

1 2 3 4 1 2 .3 2
Sezeni Sezeni

Obrazek 10 — Z maximalniho ¢asu vyhybéni se sektoru je patrné, Zze potkani kmene Wistar se
signifikantné¢ méné vyhybali zakdzanému sektoru (pruméry + S.E.M.). VSechny davky skopolaminu
zhorSovaly maximalni ¢as vyhybani se u obou kment. Potkani kmene Long—Evans s aplikovanym

skopolaminem se v prib¢hu sezeni v AAPA do jisté miry zlepSovali; *P < 0,05.
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6.2. Morrisovo vodni bludisté

6.2.1. Test viditelné platformy

Ctyifaktorova analyza rozptylu pro parametr celkové vzdalenosti k nalezeni
viditelného ostrivku, obecny linearni model (davka x kmen x denni sezeni x plavba) ukazala
signifikantni hlavni efekty kmene, davky, sezeni a plaveb (P < 0,05). Ukazala takeé
signifikanci v interakci mezi davkou a kmenem, a davkou a plavbami (P <0,05). Tyto
vysledky naznacuji, Ze vyssi citlivost na skopolamin byla pfitomna také v této verzi ulohy a
ze nelze prokazat, ze by skopolamin druhy den zcela zabranoval navigaci na viditelny

ostravek, protoze celkove se primérné vzdalenosti druhy den snizily (Obrazek 11).

Celkova vzdélenost k nalezeni viditelného ostriivku MR kanseolt

u LE-Scop-0.8mg
= LE-Scop-1.5mg
u LE-Scop-3.0mg

=W kontrolni

12

= W-Scop-0.8mg
=W-Scop-1.5mg
= W-Scop-3.0mg

Celkova vzdalenost (m)

¥}

Den 1 Den 2

Long-Evans Wistar Long-Evans Wistar

Obrazek 11 — Ve verzi testovani na viditelnou platformu v MWM byl nalezen signifikantni efekt
kmene, davky, sezeni a plaveb; statisticky vyznamna byla také interakce mezi kmenem a davkou i
interakce mezi davkou a plavbami (pruméry = S.E.M.). V obou sezenich vykazovali potkani kmene
Wistar vétsi citlivost k podanému skopolaminu, jejich slabsi vykony oproti potkanim kmene Long—
Evans mohou naznacovat horsi zrak albinotickych jedinci. Celkova vzdalenost k nalezeni viditelného
ostruvku se v druhém sezeni snizila, vykony potkani se tedy zlepSovaly i pfesto, ze jim byl aplikovan
prehlednost zde nejsou signifikance interakci a post hoc testi znadzornény, namisto toho jsou popsany

vV textu.
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6.2.2. Test skryté platformy

Ctyifaktorova analyza rozptylu (obecny linearni model; kmen a davka jako
mezisubjektové faktory, dny a plavby jako vnitrosubjektové faktory) ukdzala signifikantni
hlavni efekt davky, kmene (kmen Wistar vykazoval hor$i vykonnost) a také interakci mezi
kmenem a davkou, kdy byli jedinci kmene Wistar citlivéjsi na skopolamin (vSechna P < 0,05;
Obrazek 12). Signifikantni faktor dne ukazuje, ze se zvifata mezi jednotlivymi sezenimi
zlepSovala a interakce mezi dny a kmenem ukazuje, Ze zlepSeni bylo pomalejsi u kmene
Wistar (P < 0,05). Jak kmen Wistar obecné, tak vSichni potkani, kterym byl aplikovan roztok
skopolaminu, se také hufe ucili v prabéhu jednotlivych plaveb v ramci jednoho dne

(nevyobrazeno).

u LE kontrolni
= LE-Scop-0.8mg
u LE-Scop-1.5mg
= LE-Scop-3.0mg
=W kontrolni

* =W-Scop-0.8mg
uW-Scop-1.5mg
“W-Scop-3.0mg

Doba k nalezeni ostrivku

*

Den 1 Den 2 Den 3

Long-Evans Wistar Long-Evans Wistar Long-Evans Wistar

Obrazek 12 — Béhem sezeni v testovani na skrytou platformu v MWM se ukazal patrny signifikantni
efekt davky, kmene i interekce mezi davkou a kmenem (priméry + S.E.M.). Potkani kmene Wistar
s aplikovanym roztokem skopolaminu méli statisticky vyznamné dels$i ¢as k nalezeni skrytého
ostrivku, tato signifikance byla potvrzena u vSech davek skopolaminu. Obecné se potkani kmene
Wistar ucili hife jednak oproti kontrolam, jednak i oproti potkaniim kmene Long—Evans s podanym
skopolaminem. Mezi jednotlivymi sezenimi se potkani obou kment pribézné zlepsovali (faktor dne),

avsak toto zlepSeni bylo mensi u potkani kmene Wistar; *P < 0,05.
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6.2.3. Probe trial

Dvoufaktorovd analyza rozptylu (mezisubjektové faktory: davka x kmen) bez
opakovanych méfeni ukazala signifikantni efekt davky (P < 0,05), ale nikoli kmene (P >
0,05). Byla vsak nalezena interakce mezi davkou a kmenem (P < 0,05). Post hoc analyza
Tukeyho testem ukézala, ze tento parametr paradoxné zhorSovala pouze davka 0,8 mg/kg.
Post hoc test interakce ukldzal vyssi citlivost kmerne Wistar k davce 0,8 mg/kg (Obrazek
13).

— - . kontrolni
Cas v cilovém kvadrantu pfi probe trialu R

uScop-0.8mg

L uScop-1.5mg

1600 u Scop-3.0mg
16.00 -
14.00 -
1200 -
10.00

8.00 -

68.00 -

Doba stravana v kvardantu

4.00 -

2.00

0.00 -
Long-Evans Wistar

Kmen

Obrazek 13 — V probe trialu, ve verzi testovani v MWM bez platformy, kdy byla hodnocena doba
stravena v cilovém kvadrantu (priméry + S.E.M.), byl zjistén statisticky vyznamny efekt davky a
interakce mezi davkou a kmenem, efekt kmene nebyl signifikantni. Pomoci post hoc analyzy Tukeyho
testem interakce mezi davkou a kmenem se prokazala vyssi citlivost kmene Wistar pouze k davce 0,8

mg/kg; *P <0,05.
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7. Diskuze

Aplikace skopolaminu zhorSuje kognitivni vykon jak v testu aktivniho vyhybani se
mistu (AAPA), tak v Morrisové vodnim bludisti (MWM). Tyto vysledky potvrzuji predeslé
nalezy, pokud jde o vySe popsané ucinky systémové aplikace skopolaminu nebo jinych
muskarinovych blokatort na kognitivni funkce, jako je uceni a pamét’, rozhodovani a vybér
strategie (Buresova et al., 1986; von Linstow Roloff et al., 2007), ale také co se tyce dalSich
typti behaviordlnich a somatickych funkci (Klinkenberg a Blokland, 2010), které by
potencidln¢ mohly ovlivnit vykon v illohach AAPA a MWM (Vales a Stuchlik, 2005).

Pravdépodobné také v dusledku uziti vyssiho davkovani testované latky bylo mozné
pozorovat signifikantni zvySeni lokomoc¢ni aktivity v uloze AAPA. Efekt téchto vyssich davek
skopolaminu na feSeni prostorovych uloh v bludistich 1ze o¢ekavat a je dnes povazovan za
kone¢ny diisledek spise Siroké a nespecifické blokddy muskarinovych cholinergnich receptort

v mozku (Deiana et al., 2011; Klinkenberg a Blokland, 2010).

V jedné z ptedesSlych studii nasi laboratofe byl testovan vliv aplikace skopolaminu
v davkach 1,5 mg/kg a 2 mg/kg na vykon v uloze AAPA u potkani kmene Long—Evans a bylo
zjisténo, ze vysledny deficit byl necitlivy k predtréninku v této uloze bez efektu podané latky
(Vales a Stuchlik, 2005). Ptestoze dnes jsou povétSinou pouzivany nizsi davky skopolaminu
(Deiana et al., 2011; von Linstow Roloff et al., 2007) ¢i centralni aplikace do mozkovych
struktur (Carli et al., 2000), je zde také nékolik studii ukazujicich efekt vysSich davek

skopolaminu po systémovém podavani (napt. Griebel et al., 2012).

Panuje vSeobecné akceptovany pohled, ze non-kognitivni u¢inky skopolaminu mohou
hrat roli v pozorovanych zménach chovani (Klinkenberg a Blokland, 2010). Pro detekci
subtilniho a selektivniho poskozeni prostorového ueni je vyuzivdna Caso delayed-matching-

to-place varianta MWM (von Linstow Roloff et al., 2007).

DalSim zjisténim této studie je, ze kontrolni potkani kmene Wistar vykazovali obecné
horsi vykony nez potkani kmene Long—Evans v testovani na viditelnou platformu v MWM.
Tento vysledek je v souladu s daty v pfedeslych studiich (Prusky et al., 2002), ptedstavujicich
lepsi vykon pigmentovanych potkanli oproti albinotickym potkaniim ve vizualné fizenych
(visually guided) ulohach. Rozdil mezi kmeny byl pozorovan i v uloze AAPA, kde potkani
kmene Wistar také podavali horsi vykony. Potkani kmene Wistar hife fesSili jak test skryté

platformy, tak i test viditelné platformy, nikoli vSak probe trial.
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Mezikmenové rozdily ve schopnostech prostorové navigace v experimentu MWM byly
zdokumentovany ve studii kanadskych badateli Troye K. Harkera a lana Q. Whishawa
(Harker a Whishaw, 2002), ale se soucasnymi daty nelze vysvétlit, pro¢ nebyl pfitomen zadny

rozdil mezi kmeny v testovani v probe trialu v experimentu MWM.

Zrak potkant, pfedevSim u kmene Wistar, mohl byt také zhorSen vlivem skopolaminu
v takové mife, aby narusil vykon v druhém dni testovani na viditelnou platformu, kde se efekt
latky objevil. Toto zjiSténi by vSak mélo byt interpretovano s opatrnosti, protoze byli prvni
den obeznameni s pravidly Glohy bez u€inku latky.

N4

Wistar nez u potkantt kmene Long—Evans v uloze AAPA 1 v MWM. Toto naznacuje nizsi
senzitivitu potkant kmene Long—Evans k této centralni muskarinové blokad¢€ v prostorovych
ulohach. Mezikmenové rozdily na centrdlni cholinergni blokadu byly studovany v nékolika
predeslych studiich a soucasné vysledky z této studie naznacuji, Ze zvySend ctlivost potkanti

kmene Wistar k cholinergnim antagonistim je s nimi ve vSeobecné shodg.

Japonsti védci Akihiro Higashida a Norio Ogawa (Higashida a Ogawa, 1987) studovali
efekt skopolaminu na vykon v bludisti s radidlnimi rameny u tfi kmena potkanti: Fisher 344,
Sprague-Dawley a Wistar. Dokazali nejvyssi bazalni aktivitu u potkani kmene Wistar, a také
to, ze potkani kmene Wistar byli k podavani skopolaminu nejvice senzitivni, zejména pokud
jde o pfesnost volby sprdvného ramene v radidlnim bludisti. Prostorova strategie byla
ovlivnéna u vSech tii kmenti potkant (Higashida a Ogawa, 1987). Bohuzel jejich studie
netestovala potkany kmene Long—Evans, neni proto mozné piimo porovnat jejich vysledky

s vysledky z této studie.

Vyzkumny tym nizozemského neurovédce Johna S. Andrewse (Andrews et al., 1995)
studoval vykony potkanii kment Long—Evans, Wistar, Sprague-Dawley a S3-inbredniho
kmene v n€kolika ulohéch, jako je napt. dvouobjektové rozliSovani a vodni bludisté se dvéma
ostrivky, a zjistil, Ze potkani kmene Long—Evans byli vice ovlivnéni hemicholiniem, latkou
vyprazdiujici zasobu acetylcholinu (tzv. deplece). Potkani kmene Wistar byli v této tloze
nejvice ovlivnéni v rychlosti. Tato data se zdaji byt protichlidna s naSimi vysledky, ackoliv
behavioralni (0lohy schopnosti uceni) a farmakologické (testované latky) postupy byly v této

a v citované studii rozdilné.

Nicméné studie americké neurofarmakolozky Theresy C. Gleason a jeji kolegl
(Gleason et al., 1999) ukézala, ze v ramci Morrisova vodniho bludisté byli potkani kmene
Wistar k podavani neuropeptidu galaninu, modulatoru septohipokampalni drahy ovliviiujici
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cholinergni neurotransmisi, senzitivngjs$i nez potkani kmene Long—Evans. NasSe vysledky se
s nimi zdaji byt v souladu, s tou vyjimkou, ze naSe studie zjistila rozdilnou senzitivitu v jiné
behavioralni uloze. Studie amerického neurotoxikologa Philipa J. Bushnella a jeho kolegl
(Bushnell et al., 1995) neobjevila zadné rozdily mezi potkany kmene Long—Evans a kmene
Flinders v senzitivit¢ ke skopolaminu (nejvyssi davka skopolaminu byla 1 mg/kg) v operantni

uloze.

Nicméné jina studie (van Goethem et al., 2012) srovnavala ucinek stupfiovanych
davek skopolaminu u potkanii kmene Long—Evans, Wistar a Sprague-Dawley a zjistila, Ze
potkani kmene Wistar byli ovlivnéni nejnizs$i pouzitou davkou skopolaminu (0,03 mg/kg).
Autofi vSak pfimo nesrovnavaji kmeny potkant v jednotlivych davkach. Navic byly také
zjistény mezikmenové rozdily v acetylcholinovém systému v mozku (Michalek et al., 1989),
ackoli mezi potkany kmene Fisher 344 a Wistar, které podporuji mezikmenové rozdily

v senzitivité k centralni muskarinové blokadé v nasi studii.
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8. Shrnuti

Tato studie potvrdila, Ze skopolamin ovliviiuje chovani a pro dvé behavioralni tlohy
ukazala, Ze existuji rozdily mezi kmeny potkani Long—Evans a Wistar v prostorovém uceni
vyzadujici jednak prostorovou reprezentaci a jednak pozadujici kognitivni koordinaci.
Zaroven byly zjistény signifikantni rozdily mezi témito dvéma kmeny potkanii v senzitivité
k centralni cholinergni blokad¢ v illoze aktivniho vyhybéni se mistu, které naznacuji, ze by
méli byt prednostné pouzivani potkani kmene Wistar v budoucich farmakologickych
screeningovych studiich pouzivajici cholinergni blokatory a prostorové testy. V soucasné dobé
probihaji tyto studie v nasi laboratofi. Podrobnéjsi pohled na mezikmenové rozdily v tloze
aktivniho vyhybani se mistu a jejich relevance pro preklinické testovani potencionalné

terapeutickych latek si zaslouzi dalsi zkoumani.
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