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Abstrakt

Hipokampus je povazovdn za klicovou strukturu pfi tvorbé reprezentace prostoru
(kognitivnich map) u potkand. Vytvareni prostorovych reprezentaci jednoduchych prostiedi
bylo podrobné popsano dfive, v této praci jsme se zaméfili na otdzku vzniku prostorové

mapy komplexniho prostiedi z jednotlivych jednoduchych map.

K imitovani sloZitého prostfedi jsme navrhli a ndsledné vyrobili radidlni bludisté, kde
je kazdé rameno obklopeno unikdtnim vzorem proximdlnich vizualnich znacek. Potkani
kmene Long Evans postupné béhem tfi sezeni zkoumali 4 r(iznd ramena. Béhem prvniho a
druhého sezeni byli potkani seznameni zvlast s dvéma pary sousedicich ramen (ramena 1 a 2
v prvnim sezeni, ramena 3 a 4 ve druhém) predstavujicich pro né nové prostiredi. BEéhem
tretiho sezeni potkani navstivili novou kombinaci jiz zndmych ramen (ramena 2 a 3). Tento
krok umoznoval prostudovat integrovani dvou jednoduchych pldvodné na sobé nezavislych
hipokampalnich map v dobé, kdyZ se jedinec teoreticky musel dozvédét o jejich prostorovém
vztahu. Potkani byli vystaveni této sekvenci tfi sezeni dvakrat — pred spankem a po ném.
Aktivita hipokampalnich neuron( byla zaznamendvdna pomoci mikroelektrodového systému

jak pfi zkoumani bludisté, tak i béhem spanku.

Nase prvni vysledky naznacuji, Ze reprezentace sloZitého prostfedi neni jednoduchou
kombinaci dfive vytvorenych jednotlivych map a také se neformuje zcela de novo. Misto
toho probihd postupnd modifikace jiz existujicich map, coz zabird vice ¢asu nez jednu

expozici prostredi.

Klicova slova: hipokampus, spanek, mistové neurony, prostorova pamét.



Abstract

The hippocampus is the key structure in formation of representations of space
(cognitive maps) in rats. Formation of spatial representations of simple environments has
been described in details, in this work we focused on emergence of a spatial map of a

complex environment from individual simple maps.

A radial-arm maze was used to model a complex environment, where each arm was
surrounded by unique pattern of proximal visual landmarks. Long Evans rats were allowed to
explore gradually four different arms of the maze in a sequence of three sessions. During the
first and second sessions rats separately visited two novel pairs of neighboring arms (arms 1
and 2 in the first session, arms 3 and 4 in the second session). In the third session rats were
exposed to a new combination of already familiar arms (arms 2 and 3) to study how the two
hippocampal maps, acquired originally as independent of each other, are integrated as the
rat learns about their spatial relationship. Rats were exposed to this sequence of three
sessions twice — before and after sleep. The activity of hippocampal neurons was recorded

using a microelectrode system during the maze exploration and sleep.

Our first observations suggest that representation of a complex environment neither
is a simple combination of preexisting individual maps, nor is it created completely de novo.
Instead, it involves gradual modification of pre-existing maps that takes more time than a

single exposure to the environment.

Keywords: hippocampus, sleep, place cells, spatial memory.
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Seznam pouzitych zkratek

AP

CA

DG

LFP

LTP

MEC

NREM

PGO

REM

SWS

akéni potencial orig. action potential

Ammonuv roh, orig. cornu Ammonis

vroubkovy zavit orig. gyrus dentatus

potencial blizkého pole orig. local field potential

dlouhodobad potenciace orig. long-term potentiation

medidlni entorhindlni klira orig. medial entorhinal cortex

spanek bez rychlych o¢nich pohybl orig. non-rapid eye movement
ponto-genikulookcipitalni viny orig. ponto-geniculo-occipital waves
spanek s rychlymi o¢nimi pohyby orig. rapid eye movement

spanek pomalych vin orig. slow wave sleep



Uvod

Otazka fungovani systému mozku umozniujiciho orientaci v prostoru zajimala biology
a filosofy mnoho let. V prvni poloviné 20. stoleti psycholog Edward Tolman na zdkladé svych
experimentl navrhl hypotézu, Ze v mozku existuje ,kognitivni mapa“ — vnitfni reprezentace
prostfedi, ve kterém se subjekt pohybuje (Tolman, 1948). V té dobé tento nazor nemohl byt
ovéren, takze byl podroben kritice. AvSak studie druhé poloviny stoleti dokazaly potvrdit
myslenku Tolmana. Tak v roce 1971 John O’Keefe a Jonathan Dostrovsky objevili neurony
mista (orig. place cells), coz jsou hipokampalni neurony povaZované za ukazatele
momentalni polohy zvifete (O'Keefe and Dostrovsky, 1971). Rlizné neurony mista jsou
aktivni v riznych mistech a spolecné tak tvori mapu celého prostiedi. Dale v roce 1984 James
Ranck objevil bunky sméru hlavy (orig. head direction cells), jejichz aktivita pUsobi jako
vnitfni kompas. Nachazeji se v nékolika mozkovych strukturach spojenych s hippokampem a
jsou aktivni, kdyz je hlava orientovana urcitym smérem v horizontdlni roviné (Taube, 1990).
V roce 2005 v laboratofi Edvarda a May-Britt Moserovych byly objeveny mrizkové buriky
(orig. grid cells), které jsou dalSim druhem neuront spojenych s prostorovou orientaci. Tyto
buriky kédujici prostor v podobé souradnicového systému se nachdzeji v medidlni
entorhinalni kire. Dohromady jejich aktivita vytvari trojuhelnikovou mrizku, kterd pokryva
celé prostredi (Hafting et al., 2005). Hipokampdlni mistové neurony interaguji s bunkami
sméru hlavy a jsou v kontaktu s mFizkovymi bunkami. Spolu vyse zminéné typy nervovych
bunék vytvareji systém umoznujici formovani prostorové mapy okolniho prostredi (Moser et

al., 2008).

V roce 1994 bylo objeveno, Ze hipokampalni neurony mista, které pali pti zkoumani
nového prostredi nebo pfi pInéni jednoduchych prostorovych ukold, se znovu aktivuji béhem
nasledujiciho spanku. Navic v stejném poradi, jako béhem provedeni pokusu. K reaktivaci
dochazi ve spanku pomalych vin (SWS) a béhem prvnich hodin po uceni (Wilson and
McNaughton, 1994). To ukazuje, Ze spanek pfrispiva k ukladdani a uchovavani informace o

prostoru.

Cilem této diplomové prace bylo prozkoumat formovani prostorové mapy slozitého

prostfedi v hipokampu a popsat role hipokampalnich neuronl vtomto procesu. Vysledky



tohoto experimentu by mély prohloubit nase porozuméni neuronalnim procesiim, které se

podili na tvorbé kognitivnich schémat a prostorovych vztah( vyssiho radu.
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1. Literarni prehled

1.1. Prostorova navigace

1.1.1. Typy navigacnich strategii

Pro vSechny pohyblivé organismy, zejména pro savce, je schopnost urcit vlastni
polohu v okolnim prostiedi a orientovat se vném nezbytnou kognitivni schopnosti
prispivajici k vyhledavani cesty domu, potravy, partnera k pareni apod. K dosazeni vyse
uvedenych cilG pouzivaji Zivocichy rlzné navigaéni mechanizmy a strategie, klasifikace

kterych je zaloZzena na odlisnych aspektech.

Podle geografického méritka se navigace déli na geografickou a topografickou.
Geografickd navigace je hlavnim mechanismem uplatiovanym pfi pohybu na velké
vzdalenosti a tim predstavuje nedilnou soucast Zivota migrujicich druh( Zivocicht, jako jsou
napftiklad tazni ptaci a morské Zelvy. Pfi migraci se spoléhaji na rozlicné ukazatele — na pozici
Slunce (slune¢ni kompas), hvézd (steldrni kompas), polarizovaného svétla a také na
magnetické pole Zemé. Topografickd navigace se pouziva béhem orientace subjektu
v lokdInim prostredi v rozhrani svého habitatu, a jako ukazatele k uréeni své polohy zde
slouzi familidrni prostorové znacky (Stuchlik, 2003). Topografickd navigace je velice dllezZita
z experimentalniho hlediska, protoZe tento typ navigace se zkouma v laboratornich

podminkach za poufZiti rGznych typl bludist.

V ramci topografické navigace John O'Keefe a Lynn Nadel vyélenili 2 strategie —
navigace trasou a navigace mapou (O'Keefe and Nadel, 1978). Navigace trasou neboli
taxonova navigace (orig. route navigation) se vétSinou pouzivd v malo zndmém prostredi a
predstavuje jednoduchy fetézec typu podnét - odpovéd. Jako pfiklad mize slouzit nasledujici
sekvence instrukci: “Jdi rovné k zelenému domu, pak zabo¢ vpravo, a kdyz uvidis velky strom,
zahni vlevo”. | kdyZ je takova strategie v nékterych pripadech efektivni a rychld, ma velké
nevyhody. Zaprvé neni flexibilni, tzn., Ze ji Ize pouzit pouze pro jedinou trasu, pro kterou byl
navod vytvoren. Zadruhé neni odolnd vicéi zménam v prostiedi — pokud néjaké orientacni
body ze sekvence chybéji, nepodati se najit kone¢ny bod trasy (Stuchlik, 2003). Pti pohybu
subjektu v zndmém prosttedi se uplatiuje navigace mapou (orig. mapping navigation), ktera
vyZaduje existenci reprezentace prostoru, ve kterém se zvite pohybuje, jakési kartografické

mapy s orientacnimi body v ni. Orientace se uskutecnuje na zakladé znalosti téchto
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prostorovych ukazatel(l a vzajemnych geometrickych vztah(i mezi nimi. Na rozdil od trasové
navigace tato strategie je flexibilni a rezistentni vic¢i zménam v okoli — pfi ztraté nebo zméné
néjaké orientacni znacky, je nizka pravdépodobnost dezorientace, protoze zvife disponuje i

dalsimi.

V ramci mapové navigace exstuji dalsi 2 podtypy na zakladé odlisnosti orientacnich
bod( a to navigace allocentrickd a egocentricka. Pri allocentrické navigaci se zvife orientuje
podle ukazatel(l vnéjsiho svéta, zatimco pfi egocentrické — pomoci signdli vygenerovanych
vlastnim télem béhem pohybu (Klatzky, 1998). VySe zminéné déleni je ¢asto nahrazovano
délenim na allothetickou a idiothetickou formu orientace, coZ je v podstaté to samé, ale
idiothetické procesy zahrnuji nejen podnéty vychdzejici z vlastni lokomoce, ale i informace
pfimo sni spojené, jako je naptiklad opticky nebo hmatovy tok (Mittelstaedt and
Mittelstaedt, 1980 podle Stuchlik, 2003). Za béznych podminek obé dvé strategie interaguji

mezi sebou a jsou vyuzivany soucasné.
1.1.1.1.  Allotheticka (allocentrickd) navigace

Allothetické procesy predstavuji metodu zpracovani prostorovych informaci z
vnéjsiho prostrfedi. Prostorové informace jsou zde integrovany ve formé mapy, kterd
obsahuje dulezité externi body a charakterizuje vzdjemné prostorové vztahy mezi nimi.
Takovymi vnéjSimi navigacnimi ukazateli jsou exteroceptivni vjemy: vizudlni, taktilni,
olfaktorické (Whishaw and Brooks, 1999). Allothetickd mapa umoZiuje snadnou manipulaci
se ziskanymi informacemi, které lze pouzit k nalezeni alternativnich tras v pfipadé, Ze
trajektorie kcili je zablokovédna. Rovnéz pfispiva k vytvoreni zkratek nebo oklik. Klicovou

strukturou Ucastnici se tohoto procesu je hipokampus (Wesierska et al., 2005).
1.1.1.2.  Idiothetickd (egocentrickd) navigace

Pfi idiothethické navigaci nepostradatelnou roli hraji signaly vychazejici
bezprostfedné z pohybu subjektu (jak z aktivniho, tak i z pasivniho), coz jsou signdly
generované vestibuldrnim a somatosenzorickym systémem a eferentni kopie motorickych
pfikaz(. Patfi sem také opticky a hmatovy tok, coZ jsou externi ukazatele, ale tésné spojené

s lokomoci jedince (Whishaw and Brooks, 1999).

Idiotheticka navigace se dale ¢leni na substratovou a inercialni. Substratova idiotheze
dostdva informace z proprioreceptord, coZ jsou smyslové receptory v svalech, Slachach a
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kloubech, a porovnava je s eferentnimi kopiemi motorickych pfikaz(i. Takovym zpUlsobem je
subjekt informovdan o vlastni lokomoci vzhledem k podkladu. Inercidlni idiotheze zpracovava
informace ze statokinetického ustroji ve stfednim uchu a detekuje uhlové a linearni zrychleni
hlavy. Substratova a inercidlni navigace za normalnich okolnosti v redlnych situacich pracuji

spolu (Stuhlik, 2003).

1.1.1.3.  Integrace drdhy

Integrace drdhy je proces, kdy zvife béhem své cesty priibézné aktualizuje informaci o
aktualnim sméru a vzdalenosti vlastni polohy vzhledem k néjakému referenénimu bodu, jimz
muze byt, napfiklad, hnizdo nebo bezpecny ukryt. Vysledkem je obdrzeni vektoru (orig.
homing vector), ktery bude vést jedince z jakéhokoliv mista pfimo zpét do vySe popsaného
referencniho bodu (Etienne and Jeffery, 2004). Tato schopnost je uziteénd, kdyz subjekt,
napfiklad, exploruje prostfedi nebo hleda potravu vzdalené od svého domova, setka se
s predatorem a bude muset utéct. V této situaci se zvite vrati zpatky co nejkratsi cestou diky
vytvorenému homing vektoru. Integrace drahy je tésné spojend s idiothetickou navigaci, ale
mlze byt pouzita i informace allotheticka, kterda napomahd odstranit systematické
kumulativni chyby vzniklé idiothetickou orientaci (Stuchlik,2003). Etienne a kol. ukdazali, ze
krecci pouzivaji vnéjsi vizualni orientaéni znacky k obnoveni informace o poloze integratoru

(referenéniho bodu) své cesty (Etienne et al., 2004).
1.1.2. Kognitivni mapa

Kognitivni mapa je mentdlni reprezentace prostiedi, kterda slouzi ke kddovani,
ukladani a vybaveni prostorové informace. Pro vznik kognitivni mapy prostoru je zasadni
aktivni zkoumani prostredi, které vede k stanoveni duleZitych orientacnich bodl a
k pochopeni geometrickych vztah(l mezi nimi, jako jsou Uhly a vzdalenosti (Poucet, 1993).
Vytvoreni kognitivni mapy je nadrocny proces, ale po jejim vzniku na dlouhou dobu zlstava
zakddovana v paméti. Pri existenci takové reprezentace prostoru v mozku se jedinec mlze
dostat do zadouciho bodu nejen pomoci jediné drahy, ale vybrat si z nékolika dostupnych
cest, které vedou do cilové oblasti, vymyslet si co nejkratsi trajektorii, a navic pouzit okliky

v pfipadé néjaké zablokované trasy (Redish, 1999).

Koncept kognitivni mapy byl poprvé uveden Edwardem Tolmanem vroce 1948.

Americky psycholog studoval chovani potkant v rdznych bludistich. Vjednom zjeho
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experimentl byl potkan umistén do kfizového bludisté a musel ho nejdfiv prozkoumat. Po
tomto pocatecnim kroku byl potkan lokalizovan na jednom z ramen a jidlo bylo rozmisténo
v druhém tak, ze potkan musel odbocit vpravo na kfiZovatce, aby se dostal k odméné (vyse
popsané jidlo). Tomuto jednoduchému ukolu se laboratorni zvife rychle naucilo. Kdyz byl
vSak potkan vypoustén z jiného ramene, nez béhem tréninku, misto toho, aby automaticky
zahnout doprava, dokazal urcit spravnou cestu k potravé (Tolman, 1948). To znamen3, Ze
predchozi explorace bludisté vedla k vytvoreni kognitivni mapy prostfedi v mozku potkana,

podle které se pak orientoval a planoval sviij pohyb.

Vzhledem k nedostatku dat podporujicich teorii Tolmana, zejména neurondlnich
mechanizmi vysvétlujicich princip fungovani kognitivnich map, jeho koncept nebyl pfijat a
byl podroben kritice. Pozdéji vSak Tolmanova myslenka ziskala neurobiologickou podporu
objevenim mistovych bunék O'Keefem a Dostrovskym v roce 1971 (O'Keefe and Dostrovsky,
1971). Tyto neurony se nachazeji v hipokampu a maji mistné-specifickou aktivitu, tzn., Ze pali
s vysokou frekvenci, kdyz se subjekt nachazi v urcité ¢asti prostoru nazyvané aktivacni pole.
Na zakladé téchto vysledk(l O'Keefe a Nadel v roce 1978 publikovali knihu ,,Hipokampus jako
kognitivni mapa“, ve které navrhli hypotézu o hipokampu jako nervovém substratu
kognitivni mapy prostoru a predpokladali, Ze tato mapa mda podobu alocentrického
souradnicového systému, kde jsou zakédovany dulezita mista a objekty a vzajemné vztahy
mezi nimi (O'Keefe and Nadel, 1978). Nasledné objevy mftizkovych bunék a bunék sméru
hlavy upresnily hypotézu kognitivnich map a rozsifily poznatky o navigaénim systému mozku.
Systém urcovani polohy v prostoru podporovany vySe popsanymi burikami je casto
povazovan za modelovy systém pro pochopeni toho, jak mozek zpracovava kognitivni

informace vyssiho radu (Epstein et al., 2017).

14



1.2. Hipokampus a jeho Uloha v prostorové navigaci

Hipokampus (fec. hippocampus — morsky konik) je parovy archikortikdlni orgdn
lokalizovany v medidlnim tempordlnim laloku a je soucasti koncového mozku lidi a jinych
obratlovcu. Patfi do limbického systému a hraje kli€ovou roli pfi ukldadani a konsolidaci
epizodické paméti (pamét pro udalosti v jejich prostorovém a ¢asovém kontextu) u lidi
(Scoville and Milner, 1957) a prostorové paméti umoZnujici navigaci u zvifat (Morris et al.,

1982).

Termin “hipokampalni formace” zahrnuje hipokampus vlastni, coz je Ammon(v roh
(orig. cornu Ammonis), a dalsi s nim souvisejici ¢asti mozku. Neexistuje vSak shoda o tom,
které oblasti jsou zaclenény. Nékdy hipokampus zahrnuje vroubkovy zavit (orig. gyrus
dentatus) a subikulum (orig. subiculum). Nékteré odkazy pfifazuji gyrus dentatus a subiculum
k hipokampalni formaci (Martin, 2003) a podle jinych zdroji sem patfi také presubiculum,

parasubiculum a entorhinalni kortex (Anderson et al., 2007).

U Alzheimerovy choroby a dalSich forem demence je hipokampus jednou z prvnich
oblasti mozku, kterd trpi poSkozenim. Ztrata kratkodobé paméti a dezorientace jsou prvnimi
pfiznaky. Lidé s rozsahlym bilaterdlnim poskozenim hipokampu zazivaji anterogradni
amnézii, tzn., maji potize s vytvarenim a udrzenim novych vzpominek (Amaral and Lavenex,

2007).

Vzhledem k tomu, Ze je z histologického hlediska hipokampus laminarni strukturou
slozenou z nékolika vrstev rdznych typl nervovych bunék, ¢asto se pouziva jako modelovy
systém pro vyzkumy v neurofyziologii. Jedna z forem neuroplasticity zndma jako dlouhodob3
potenciace (orig. long-term potentiation) byla poprvé objevena v hipokampu kralika v roce
1966 a v této strukture byla posléze Casto studovana (Andersen and Lgmo, 1966). LTP je

jednim z hlavnich bunéénych mechanismu, ktery je podstatou uceni a paméti.
1.2.1. Anatomie hipokampdlni formace

1.2.1.1. AmmonQv roh

Hipokampus je tvoren prevdiné pyramidovymi bunkami. Jako vSechny neurony, tyto
bunky maji vybézky dvojiho druh(: aferentnidendrity a eferentni neurity neboli axony.

Bazalni dendrity pyramidalnich bunék sméruji k povrchu laterdlnich komor, zatimco apikalni
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dendrity se rozprostiraji od lateralnich komor k DG. Axony pyramidalnich bunék prevadéji
informace pftijaté hipokampem do jinych struktur v mozku — tyto eferentni vybézky probihaji
od téla pyramidovych bunék, prochazeji strukturou zvanou alveus (tenka vrstva bilé hmoty
na komorovém povrchu hipokampu) a pak vstupuji do entorhinalniho kortexu nebo fornixu
(Knowles and Schwartzkroin, 1981). Fornix je svazek drah spojujici hipokampalni formaci s

dal$imi strukturami limbického systému a pravy a levy hipokampus navzajem.

Jak bylo zminéno vyse, hipokampus je lamindrni strukturou, tzn., Ze se sklada

z nékolika vrstev (obr. 1). Od komorového povrchu az po DG je hipokampus tvoren témito

vrstvami:
1. stratum oriens,
2. stratum pyramidale,
3. stratum radiatum,
4. stratum lacunosum-moleculare.

Stratum oriens obsahuje bazalni dendrity pyramidovych neuron(i a kosikové burnky
(angl. basket cells), které predstavuji inhibi¢ni interneurony s GABAergni projekci. Vrstva
pyramidalnich bunék (orig. stratum pyramidale) je tvorena tély pyramidovych neuron(, coz
jsou excitacni neurony hipokampu. Stratum radiatum obsahuje Schafferovy kolateraly (orig.
Schaffer collaterals) projikujici z CA3 oblasti do CAl. Stratum lacunosum-moleculare zahrnuje
perforujici drahu, kterd se skladd z apikalnich dendritd pyramidalnich bunék a z vlaken

pochdzejicich z entorhinalniho kortexu. Perforujici draha konci v DG (Anderson et al., 2007).

Hipokampus se dale rozdéluje do tfech oblasti zvanych pole: CA1, CA2 a CA3 (Cornu
Ammonis — Ammonuv roh). Pole CA1, také zndmé jako Sommer(v sektor, obsahuje malé
pyramidalni bunky umisténé pobliz subikula. Vystupni cesta s této oblasti vede do V. vrstvy
entorhinalniho kortexu a také do subikula. CA2 je mald oblast lokalizovand mezi CA1 a CA3.
Dostava signaly z . vrstvy entorhinalni klry pres perforujici drahu a vyznacuje se velkymi
pyramidovymi neurony bez mechovych vlaken. Pole CA3 je téz tvoreno velkymi
pyramidovymi burikami, ale na rozdil od CA1, jsou zde pfitomna mechova vldkna (orig. mossy
fibers, axony granularnich bunék DG projikujici do polymorfni vrstvy vroubkového zavitu k
dendritdm pyramidovych bunék CA3 hipokampu). TakZe diky existenci vySe uvedenych

vlaken pfijima CA3 informace z granularnich bunék DG. Také dostava tato oblast signaly z
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entorhinalni kliry pfes perforujici drahu. Axony pyramidalnich bunék v CA3 se promitaji zpét
do hillu DG, ale vétSinou do oblasti CA1 a CA2 prostfednictvim Schafferovych kolateral nebo

zpétné do CA3 pomoci rekurentniho spojeni (orig. recurrent connections) (Knowles, 1992).

Obr. €. 1. Schematické znazornéni hipokampalni formace u potkana. Vysvétlivky: ab
—angular bundle, sub — subikulum, CA1 — CA1 oblast cornu Ammonis, CA2 — CA2 oblast cornu
Ammonis, CA3 — CA3 oblast cornu Ammonis, al — alveus, sr — stratum radiatum hipokampu, sl

— stratum lacunosum hipokampu, sl-m — stratum lacunosum-moleculare hipokampu, pcl —
pyramidova vrstva hipokampu, so — stratum oriens hipokampu, fi — fimbria, DG — gyrus
dentatus, pl — polymorfni vrstva DG, gcl — granularni vrstva DG, ml — molekuldrni vrstva DG,
hf — hipokampalni fisura, para — parasubikulum, pre — presubikulum, EC — entorhinalni

kortex. Pfevzato z (Andersen et al., 2007).
1.2.1.2.  Vroubkovy zavit

Stejné jako CA pole hipokampu, i gyrus dentatus je vicevrstevnou strukturou (obr. 1).
Ale na rozdil od Ammonova rohu, jehoZz zakladnimi burikami jsou pyramiddlni neurony,
primarnimi burikami DG jsou buriky granularni. To jsou velikostné malé neurony umoziujici

glutamatergni projekce z DG.

Molekularni vrstva se vyznacuje pritomnosti dendritd granuldrnich bunék, vldken
entorhinalniho kortexu a také interneuront. Hlavni vrstvu tvofi téla granularnich bunék a v
posledni polymorfni vrstvé se nachazeji axony granularnich bunék, které se nazyvaji

mechova vlakna a jsou spojeny s pyramidovymi bunikami oblasti CA3 hipokampu, a také tzv.
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mechové bunky (Amaral et al., 2007). Zakladni Ulohou DG je zprostfedkovavani prevodu

informaci mezi entorhindlni klirou a CA3 hipokampu.
1.2.1.3.  Subukilum

Subikulum lezi mezi CA1 oblasti a entorhinalni klirou a predstavuje tranzitni oblast
mezi témito strukturami. Zde na rozdil od hipokampu je vrstva pyramidovych bunék vyrazné
silnéjsi. Aferentni drahy z této oblasti vedou do entorhindlni k{ry, mammildrnich jader,
laterdiniho thalamu, prefrontalni kdry, septdlniho jadra a do nucleus accumbens (Burwell

and Agster, 2008)

1.2.2. Funkce hipokampu v prostorové navigaci

Hipokampus hraje dUlezitou roli pfi zpracovani informace o prostoru (Liu and Bilkey,
2001). Na to je nékolik dlvod(: zaprvé, mnoho neurond v hipokampu reaguje jako burky
mista generujici akéni potencialy, kdyZ zvife prochazi vymezenou ¢asti prostredi. Zadruhé,
existuji ¢etné studie na laboratornich zviratech, pacientech s poskozenim této oblasti a na
zdravych dobrovolnicich podporujici vySe popsanou nepostradatelnost hipokampu

v prostorové navigaci.

Pacienti trpici amnézii, u kterych je poskozen hipokampus, se nemohou naucit
usporadani objektl v prostoru a u pacientll, ktefi se podrobili Uplnému odstranéni této
oblasti, je prostorovd navigace vainé narusena (Squire, 1992). Blokovani plasticity v
hipokampu ma za nasledek problémy s cilenou navigaci a zhorSeni schopnosti si
zapamatovat presnd mista (Hebert and Dash, 2004). KdyzZ jsou potkani s ireversibilni lézi
dorzalniho hipokampu vypousténi z rliznych startovnich mist Morrisova vodniho bludisté,
nemohou najit skryty ostrlivek (cil) umistény vzdy v konstantni pozici (Morris et al., 1982).
Zatimco léze ventralni ¢asti nema zadny vliv na prostorovou pamét, coz ukazuje, Ze existuje
funkéni diferenciace mezi vySe zminénymi dvéma oblastmi hipokampu (Bannerman et al.,
2002). Ptaci uchovavajici potravu, tzv. ,food-storing birds“, se vyznacuji zvySenym objemem

hipokampu ve vztahu k velikosti mozku a téla (Clayton, 1998).

Poznatky o Uloze lidského hipokampu v prostorové orientaci byly vyrazné posileny
vyvojem zobrazovacich metod, jako je pozitronova emisni tomografie (PET) a funkéni
magnetické rezonance (fMRI). Napfiklad, kdyZz se zdravi dobrovolnici prochdazeli slozitym

virtuadlnimi prostfedim, Maguire a kol. pozorovali zvysenou hipokampalni aktivaci, coz
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potvrzuje, Ze se hipokampus u lidi také podili na kédovani informace o prostoru (Maguire et
al.,, 1996). Také byly provadény experimenty na londynskych taxikarich, kde se studovala
jejich topografickd pamét: subjekty si museli vzpomenout na sloZité cesty Londynem.
Vysledky této studie ukazaly, Ze je vybaveni prostorovych vzpominek tésné spojeno s aktivaci
pravého hipokampu (Maguire, 1997). Navic je posteriorni ¢asti hipokampu téchto pracovniku
vetsi neZ u kontrolni skupiny a mira vzristu souvisi s délkou taxikarské praxe (Maguire et al.,

2000).

Existuji dalsi studie, které popisuji odliSnou roli hipokampalnich spojeni v prostorové
pameéti. Podle nich se systém entorhindlni kiira-CA1 pouZziva k rozpoznavani mist zaloZzené na
vzpominkach (Brun et al., 2002), zatimco systém, ktery se sklada z ttisynaptické smycky
(entorhinalni kGra — gyrus dentatus — CA3 — CA1), je vyznamny pro vybaveni prostorové

pameéti (Goodrich-Hunsaker et al., 2008).
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1.3. Neuronalni mechanizmy prostorové pameéti

1.3.1. Neurony mista

1.3.1.1.  Zdkladni informace

Neurony mista (orig. place cells) tésné spojené s navigaci objevili John O'Keefe a
Jonathan Dostrovsky v roce 1971 (O'Keefe and Dostrovsky, 1971). Anatomicky place cells
jsou excitacnimi pyramidalnimi neurony umisténymi v CA1 a CA3 subregionech cornu
Ammonis (O'Keefe, 1979) a nachdzejicimi se jak v dorzalni tak i ve ventralni ¢asti hipokampu
(Jung et al., 1994). Charakteristickym rysem mistovych bunék je jejich aktivita vztazena na
urcité misto v prostoru, tedy fakt, Ze pali s vysokou frekvenci, kdyz se subjekt nachazi
ve vymezené Casti prostfedi nazyvané aktivacni pole, aktivacni misto neboli receptivni pole

(orig. firing/place field). Mimo toto pole je aktivita skoro nulova (Muller, 1996).

Rate Map
0.000
1.013 Uroven aktivity
Aktivacni pole 3.913 (orig. firing
(orig. firing T 9333 rate)
field) B 2032
B o364

Obr. €. 2. Mapa prostorové aktivity hipokampalni mistové bunky ve valcovém
bludisti. Aktivacnim mistem (orig. firing field) znazornéné place cell je oblast vedle zdi arény
z levé strany. Napravo je uvedena Uroven aktivity (orig. firing rate) tohoto neuronu mista

v pixelu urcité barvy. Upraveno podle (Muller, 1996).

Na obrdzku cislo 2 je znazornén neuron mista kdédujici oblast vedle stény valcové
arény. Kazdy maly ¢tverec (pixel) pfedstavuje 2,5 cm? v tomto bludisti a barva jednotlivého
pixelu oznacuje Uroven aktivity neuronu v této oblasti (orig. firing rate). Firing rate je celkovy
pocet vygenerovanych akénich potencidld v pixelu déleny celkovym c¢asem stravenym
v tomto pixelu. Vyssi aktivita je kddovana tmavsimi barvami, zatimco Zlutd barva zndzoriuje
nulovou aktivitu (Zzadné akéni potencialy). Jednotlivé mistové neurony jsou aktivni na

raznych mistech a spolu pokryvaji povrch prostiedi (Wilson and McNaughton, 1993). Aktivita
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bunék mista je zavisla na vnéjsich orientacnich vizualnich znackach. Pfi jejich posunu dochazi
k odpovidajici rotaci receptivnich poli (Muller and Kubie, 1987). Buniky mista poskytuji zviteti
dynamickou, nepretrzité aktualizovanou reprezentaci alocentrického prostoru a vlastni

polohu subjektu v ném.
1.3.1.2.  Stabilita aktivacnich mist a pfemapovani

Nahravani aktivity place cells obyéejné probiha nepretrzité pti exploraci néjaké arény
potkanem. Témér vidy aktivacni mista jednotlivych neuron( jsou stabilni béhem sezeni,
které muze Cinit od nékolika minut do hodin. Navic aktiva¢ni pole zUstavaji ve stejné oblasti i
v pfipade prodlevy mezi sezenimi trvajicimi hodiny, tydny az mésice (Thompson and Best,
1990). Dlouhodoba stabilita aktivacnich poli ukazuje, Ze vznikla reprezentace néjakého
prostoru je trvald a nevytvari se de novo pti opakovaném umisténi subjektu do zndmého
prostiedi. Predpoklada se, Ze rozpozndvani stejného prostiedi je provddéno samotnym
hipokampem dostavajicim vysoce zpracované smyslové informace pres entorhinalni kortex

(Muller, 1996).

V roce 1987 Bob Muller a John Kubie zjistili, Ze neurony mista méni svou aktivitu pfi
zméné experimentalniho prostoru (Muller and Kubie, 1987). Tomuto fenoménu se fika
“premapovani”, coz znamena, ze pfi umisténi subjektu do nového prostfedi mistové bunky
jsou schopné zménit sva aktivacni mista, utlumit svou aktivitu nebo naopak ji navysit Ci
zahadjit v pfipadé, Ze pred tim byly tzv. tiché. Tyto zmény se odehravaji v celé populaci place
cells, takze pro kazdy novy prostor se tvofi odliSna prostorovd mapa. Jednotlivy neuron mista
je soucasti nékolika nezavislych reprezentaci (Moser et al., 2015). Ale k premapovani muze
dochdazet i ve stejném prostiedi, naptiklad pfi zméné behavioralni dlohy (Markus et al., 1995;

Kelemen and Fenton, 2013) nebo zménou motivacéniho stavu zvifete (Moita et al., 2004).
1.3.1.3.  Théta fdzovad precese

Jeden ze zajimavych fenoména ve studiu aktivity mistovych neuront byl popsan v 90.
letech dvacatého stoleti, tj. vice nez 20 let po objeveni bunék mista. Tento jev se nazyva
théta fazova precese (orig. phase precession) a je schematicky zndazornén na obrazku Cislo 3.
Théta fazova precese je neurofyziologicky proces, kdy je generovani akcnich potencidld

jednotlivymi bunkami mista ¢asové vazano na fazi théta rytmu a zavisi na poloze zvifete
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vzhledem ke stfedu aktivacniho pole. Pfredpoklada se, Ze fazova precese hraje vyznamnou

ulohu v neuralnim kédovani informaci (O'Keefe and Recce, 1993).

CAl

i I Il

Place A Place B Place C

Obr. €. 3. Théta fazova precese. Aktivita jednotlivé buriky mista je ¢asové vazana na
urcity moment théta rytmu (pred maximem théta viny, uprostied nebo po ni) v zavislosti na
poloze zvitete vzhledem ke stfedu aktivacéniho pole. Receptivni pole riznych bunék mista v
CA1 a CA3 se mohou vice ¢i méné prekryvat. To umoznuje tvorbu prostorové paméti pomoci

synaptické plasticity. Pfevzato z (Sadowski et al., 2011).

Béhem exploracniho chovani zviftete v hipokampu dochazi k aktivaci théta rytmu s
frekvenci 6-10 Hz (Winson, 1974). Pokud se zvife nachdzi uprostfed aktivacniho pole
,zelené” bunky mista, tato burka se aktivuje, kdyz théta vina dosahuje svého maxima (obr.
3). Pfi dalSim pohybu se subjekt dostdva do mista prekryti receptivnich poli ,zelené” a
,Cervené” bunky. ,Zelend bunka” stale pali, ale zaroven se stava aktivni i ,,Cervend bunka“, a
jeji impulzy se zpozduji vzhledem k maximu théta viny. V dobé, kdy se zvife pfesune do
stfedu pole ,¢ervené” bunky, vznikd dalsi vina théta rytmu. Ted ,éervend” bunka generuje
akéni potencialy uprostred maxima viny théta, aktivita ,,zelené” buriky pfedhani tento vrchol
a impulzy “modré bunky” se opozduji za nim. Analogicky, pfi pfibliZzeni zvifete ke stfedu
aktivaéniho pole ,modré” burky, tato burika zacina palit, kdyZz théta vina dosahuje svého
maxima. ,,Zelend” burka v té dobé uz neni aktivni, protoZe subjekt se nachazi za hranicemi

jejiho aktivaéniho mista, a impulzy ,Cervené” bunky pfedhani maximum viny théta.

Pfedpoklada se, Ze takova casova organizace Cinnosti bunék mista je nezbytna pro

vytvoreni (posileni) dilezitych spoji mezi burikami pfi uceni informace o prostoru. Diky
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synaptické plasticité se posiluji spoje mezi bufikami v CA1 nebo CA3, které pali postupné
jedna za druhou s kratkym casovym zpoZdénim. To umoZnuje zvifeti zapamatovat si a
vzpomenout si posloupnost pohybU v pfimém poradi. Upevnéni vazby mezi neuronem, ktery
pali v ¢ase o néco pozdéji, s neuronem palicim nemnoho dfive, umoZiuje zapamatovat si a
vzpomenout si posloupnost pohybl v opacném poradi. Synchronni aktivita mistovych
neuront v CA3 a CAl, které maji stejnd aktivacni pole a jsou spojeny Schafferovymi
kolateralami, vede k zesileni kontaktu mezi témito neurony a ke koordinaci jejich aktivity.
Takovym zplsobem se formuji podminky pro kédovani trajektorii pohybu a vytvareni

prostorové paméti (Skaggs et al., 1996).

Hipokampadlni mistové neurony interaguji s burikami sméru hlavy (orig. head direction
cells), jejichz aktivita plsobi jako vnitini kompas, a jsou v kontaktu s mrizkovymi burikami
(orig. grid cells) nachazejicimi se v medidlni entorhinalni klre. Spolu vyse zminéné typy
neuron( vytvareji hipokampalné - entorhinalni systém umoznujici prostorovou reprezentaci

(Moser et al., 2008).

1.3.2. Mrizkove bunky

Mnozi badatelé si jiz od pocéatku objeveni place cells mysleli, Ze signaly mistovych
bunék zavisi predevsim na vypoctech v ramci samotného hipokampu. Tento pohled byl
zpochybnén pozorovdnim, Ze mistné specificka aktivita neuronl CA1l pretrvdvd i po
odstranéni intrahipokampalnich vstupl z DG (McNaughton et al., 1989) a CA3 (Brun et al.,
2002). Tyto objevy prokazaly, Ze se prostorové signaly dostavaji do CA oblasti hipokampu

také pomoci perforujici drahy z entorhinalniho kortexu.

Tak v roce 2005 v laboratofi Edvarda a May-Britt Moserovych v Norsku byly objeveny
mrtizkové bunky (orig. grid cells) a posléze v roce 2014 vySe uvedeni védci spolu s Johnem
O'Keefem dostali Nobelovou cenu za fyziologii nebo |ékarstvi za objevy neuront, které jsou v
mozku zodpovédné za urcovani polohy. Grid cells jsou dalSim typem neuron umoznujicim
subjektu porozumét jeho pozici v okolnim prostoru (obr. 4). Mtizkové buriky na rozdil od
neuronl mista nemaji jen jedno aktivacni pole (orig. firing field), namisto toho pali, kdyz se
volné pohybujici zvite prochazi mnozstvim malych oblasti experimentdlniho prostoru (Fyhn
et al., 2004), a navic jsou aktivni ve vSech testovanych prostiedich. Aktivac¢ni mista grid cell

maji priblizné stejnou velikost a dohromady vytvareji trojuhelnikovou mtizku, ktera pokryva
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celé prostredi (Hafting et al., 2005). Kolektivni aktivita grid cells kdduje ménici se polohu
subjektu v prostoru s presnosti podobnou mistovym burnkam hipokampu (Fyhn et al., 2004).

MrFizkové buriky jsou povazovany za metricky systém mozku nutny pro prostorovou navigaci.

Mrtizkové burky byly nalezeny ve vSech vrstvach medidlniho entorhinalniho kortexu
(MEC), ale bunky v rGznych vrstvach maji tendenci se lisit ve svych vlastnostech. Vrstva Il
obsahuje nejvétsi hustotu ,Cistych” grid cells v tom smyslu, Ze pali rovnhomérné bez ohledu
na smér, ve kterém zvife prochazi pres aktivacni pole. Mfizkové buriky z hlubsich vrstev Ill, V
a VI jsou promichdny s conjunctive cells a bufikami sméru hlavy a generuji akéni potencialy
pouze tehdy, kdyzZ se zvife pohybuje v konkrétnim sméru (Sargolini et al., 2006). Grid cells |l

vrstvy MEC vykazuji fdzovou precesi, tzn., Ze jejich aktivita je fizena fazi théta, jak je tomu u

hipokampalnich mistovych bunék (Hafting et al., 2008).

(NS N
I\ \.‘\‘-‘3‘\ y

Obr. €. 4. Znazornéni aktivity mrizkové buriky a neuronu mista. (Vlevo) Mrizkova

burika z MEC. Cernou linkou je vyznacena trajektorie chiize potkana v ¢tvercové aréné o
plose 1,5 m x 1,5 m, zatimco Cervené tecky znazornuji mista generovani akénich potenciald
grid cell. Kazda ¢ervend tec¢ka odpovida jednomu akénimu potencidlu. Modré rovnostranné
trojuhelniky ilustruji trojuhelnikovou mtizku vznikajici z aktivity grid cell a pokryvajici celou
arénu. (Vpravo) Mrizkova burka a mistova burika. (Nahore) Trajektorie s lokalizaci akénich
potenciall, jako v levé ¢asti. (Dole) Mapy prostorové aktivity bunék nahore, které barevné

znazornuji aktivitu neurond v jednotlivych pixlech (¢astech) arény. Vysoka aktivita je

kéddovana ¢ervenou barvou, nulova —tmavé modrou. Predpoklada se, Ze mfizkové bunky

poskytuji prostorovou informaci pro place cells. Prevzato z (Moser et al., 2015).
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Mrtizka jednotlivé grid cell je charakterizovdna rozestupy mezi aktivacnimi poli
(vzdalenosti mezi nimi), orientaci (naklonéni vzhledem k vnéjsi referenéni ose) a fazi
(posunuti v sméru osy XY vzhledem k vnéjsimu referenénimu bodu). Ackoli mtizky neuron(
ze stejné ¢asti MEC maji podobné rozestupy mezi aktiva¢nimi poli a shodnou orientaci, jejich
faze neni topograficka, tzn., Ze je rozlozeni firing fields lokalizovanych vedle sebe u
mfiizkovych bunék nahodné, stejné jako to u aktivacnich poli sousedicich bunék mista
hipokampu (Moser et al., 2008). Rozestupy mezi aktivacnimi poli se monoténné zvysuji od
bunék umisténych v dorzomedialni MEC k neuronim ventrolaterdlni MEC (Hafting et al.,
2005), coz odrazi narlst velikosti aktivacnich poli place cells podél dorsoventrdlni osy
hipokampu (Jung et al., 1994; Maurer et al., 2005). Aktiva grid cells zUstava zachovana i ve
tmé, tzn., Ze je reprezentace vytvorena jen ze signdll o vlastnim pohybu a nezavisld na
vnéjsich orientacnich znackach. Mrizkové buriky jsou nepostradatelné pro proces integrace

trasy (McNaughton et al., 2006).
1.3.3. Bunky smeéru hlavy

Buriky sméru hlavy (orig. head direction cells) jsou dalSim typem funkéné
specializovanych neuron(, které se nachdzeji v nékolika mozkovych strukturach spojenych
s hipokampem. Tyto burky zvysuji svou aktivitu nad bazdlni Uroven pouze tehdy, kdyz je
hlava zvifrete otocena urcitym smérem v horizontdlni roviné (obr. 5). Jejich aktivita je
nezavisld na poloze v experimentdlnim prostoru, na chovani, a na poloze trupu subjektu
(Raudies et al., 2015). Head direction cells byly nalezeny u potkan( (Taube et al., 1990), opic
(Robertson et al., 1999), mysi (Yoder and Taube, 2009) a ¢incil (Muir et al., 2009), ale jsou
povazovany za spolecné vSem savclm, snad vSem obratlovecdm a mozina i nékterym
bezobratlym (Seelig and Jayaraman, 2015). KdyZ se hlava zvifete zdrzuje v preferovaném
sméru (orig. preferred firing direction) konkrétni buriky sméru hlavy, tento neuron pali
s pravidelnou frekvenci, tzn., Ze nevykazuje adaptaci. Aktivita se snizi zpét na bazalni Uroven,
pokud se hlava zvifete otoci pry¢ od preferred firing direction, obvykle asi o 45° od tohoto
sméru (Taube, 2007). Rlzné bunky sméru hlavy maji rizné preferované sméry a vztahy mezi
preferovanymi sméry rlznych bunék jsou zachovany, i kdyZ je zvife premisténo do jiné

mistnosti, nebo pokud jsou posunuty orientacni body v stejném prostredi.

25



80

Aktivita 0

buriky [akéni
potenciadly/s] 40

20

0 60 120 180 240 300 380
Uhel hlavy [°]

Obr. €. 5. Znazornéni aktivity head direction cell. Aktivita buriky sméru hlavy zaznamenané
z anterodorzalniho jadra thalamu ve standardni valcové aréné. Bunka je aktivni, kdyzZ je hlava
potkana otocena o pfiblizné 200°, a tento smér je preferred firing direction pro tento neuron.

Pfevzato a upraveno podle (Taube, 1998).

Stabilita prednostnich smérl jednotlivych head direction cells bez ohledu na zmény v
prostfedi vedlo k navrZeni teoretické predstavy, Ze aktivita bunék sméru hlavy mlze byt
organizovana ve formé kruhového atraktoru (orig. ring attractor), coz je jeden ztypu
atraktorovych siti (Zhang, 1996), kde interakce mezi neurony zpUsobuji stabilizaci aktivity,
takze jeden stav je preferovan a jiné jsou potlaceny. V pfipadé head direction cells jsou
buniky konceptualizovany tak, Ze tvofi imagindrni kruh, pficemz kazda bunka excituje bunky

kdduijici vlastni nebo vedlejsi sméry hlavy a potlacuje bunky kédujici jiné sméry (obr. 6).

head © 0 y
3}

direction

Obr. €. 6. Kruhovy atraktorovy model bunék sméru hlavy. RGzné neurony kddujici rdzné

sméry hlavy jsou vizualizovany jako jednotlivé krouzky a dohromady vytvareji imaginarni
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kruh. Zelené plusy zndzornuji excitacni propojeni, zatimco ¢ervené minusy — inhibicni.

Pfevzato a upraveno podle (Zugaro et al., 2003).

Buriky sméru hlavy se nachazeji jak v kortikalni oblastech, jako jsou postsubiculum
(Taube et al., 1990) a entorhinalni kortex (Giocomo et al., 2014), tak i v subkortikalnich
regionech mozku — v thalamu (Taube, 1995; Mizumori and Williams, 1993) a lateranim
mammilarnim jadre (Stackman and Taube, 1998). Historicky head direction cells byly
objeveny Jamesem Ranckem v dorzalnim presubikulu potkan(i v roce 1984 (Taube et al.,

1990).

Ackoliv jsou bunky sméru hlavy nezbytnou soucasti hipokampdlné — entorhinalniho
systému umoZiujiciho prostorovou reprezentaci (Moser et al.,, 2008), tyto neurony
nevyzaduji pritomnost funkéniho hipokampu, aby vykazovaly svou specifi¢nost k uréitému
sméru (Golob and Taube, 1999). Ale jejich aktivita véetné stability preferred firing directions
je zavisld na spravném fungovani vestibuldrniho systému (Blair and Sharp, 1996), zejména

polokruhovitych kandlkd vnitfniho ucha signalizujicich rotaci hlavy (Yoder and Taube, 2014).
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1.4. Spanek

Spanek je pfirozené se opakujici utlumové-relaxacni faze organismu charakterizovana
ztratou védomi, vyznamné redukovanou citlivosti na signdly z okoli, snizenou svalovou
aktivitou a inhibici témér vSech vili ovladanych svalli béhem REM (orig. rapid eye movement

— rychlé oc¢ni pohyby) spanku (Carskadon and Dement, 2005).

Cetné studie potvrdily, 7e spanek pFispiva k retenci (uchovavani) deklarativni paméti
a zlepSuje vykon v proceduralnich dovednostech (Smith, 2001), pficemz SWS (orig. slow
wave sleep — spanek pomalych vin) prednostné konsoliduje explicitni pamét, zatimco REM
spanek primdarné napomaha zlepseni paméti implicitni (Plihal and Born, 1997). TakZe spanek
je identifikovan jako stav organizmu, ktery kromé jiného optimalizuje konsolidaci nové
ziskanych informaci, coz odpovida kvantitativnim i kvalitativnim zménam pamétovych
reprezentaci. SWS a REM spdnek podporuji systémovou (predavani informace mezi
hipokampem a neokortexem) a synaptickou (lokalni synaptické posilovani) konsolidaci.
Béhem spanku pomalych vin, pro néjz jsou charakteristické pomalé oscilace, spankova
vieténka a ostré viny, dochazi k reaktivaci vzpominek zavislych na hipokampu a k jejich
redistribuci do neokortikalnich oblasti. Zatimco béhem REM spanku, kdy mizeme pozorovat
théta aktivitu mozku, lokalni zvySeni genli primarni odpovédi (orig. immediate early genes)
souvisejicich s plasticitou podporuje naslednou synaptickou konsolidaci vzpominek v kortexu

(Diekelmann and Born, 2010).

1.4.1. Architektura spanku a elektrofyziologické charakteristiky spankovych
fazi

Spanek je charakterizovan cyklickym stfidanim REM (orig. rapid eye movement —
rychlé o¢ni pohyby) a NREM (orig. non-REM — opak REM) spankovych fazi, kdy se posledni
déli na ctyfi stddia podle hloubky spanku a zahrnuje lehky spanek (faze 1 a 2) a spanek
pomalych vin (SWS, faze 3 a 4). U lidi je prvni ¢ast noci (orig. early sleep — rany spanek)
charakterizovdna vyskytem spanku pomalych vin, zatimco béhem druhé poloviny (orig. /late
sleep — pozdni spanek) prevlddda REM spanek (obr. 7a). SWS a REM spanek jsou
charakterizovany specifickymi oscilacemi elektrického pole (orig. electrical field potential
oscillations). Nejvyraznéjsimi oscilacemi v pribéhu SWS jsou pomalé oscilace (orig. slow

oscillations), spankova vieténka (orig. spindles) a ostré viny (orig. sharp wave-ripples),
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zatimco REM spdnek je charakterizovan ponto-genikulookcipitdlnimi vinami (orig. PGO

waves) a aktivitou théta (obr. 7b).
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Obr. €. 7. Architektura spanku. a — hypnogram zobrazujici sled jednotlivych fazi v pribéhu
spanku u lidi, b — znazornéni specifickych oscilaci elektrického pole charakterizujicich bud'

spanek pomalych vin anebo REM spanek. Pfevzato z (Diekelmann and Born, 2010).

Pomalé oscilace pochazeji z neokortexu a jejich frekvence &ini priblizné 0,5-4 Hz
(Achermann and Borbely, 1997). Tyto viny synchronizuji neuronalni aktivitu cyklickym
stfidanim tzv. ,,down-stavi” (neuronalni Utlum zplsobeny hyperpolarizaci) a ,up-stavi”, kdy
je aktivita neurond podobna stavu bdéni, coZ je spojeno s depolarizaci (Destexhe et al.,

2007).

Aktivita spankovych vietének predstavuje pravidelné elektroencefalografické oscilace
s frekvenci 10 az 15 Hz, které jsou pozorovany ve fazi 2 lidského spanku, ale jsou pfitomny
také béhem SWS. Spindles vznikaji v thalamu z interakce mezi GABAergnimi neurony nucleus
reticularis a glutamatergnimi talamo-kortikalnimi projekcemi, které zprostfedkovavaiji jejich

synchronizované siteni do kortikalnich oblasti (De Gennaro and Ferrara, 2003).

Hipokampalni ostré viny generované v CA3 pochazeji z interakce mezi inhibi¢nimi
interneurony a pyramidovymi bunkami v CA1 oblasti a vykazuji vysokofrekvencni oscilace

100 az 300 Hz (Buzsaki, 2006). Sharp wave-ripples se vyskytuji béhem SWS a také béhem
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bdélosti. Kromé toho doprovazeji reaktivaci neuronll, které byly aktivni béhem
pfedchdzejiciho stavu vigility, a to v dobé spanku (Wilson and McNaughton, 1994; Peyrache
et al., 2009).

PGO-viny jsou generovany tzv. salvou synchronizované aktivity (orig. bursts of
synchronized activity), kterd se S$ifi z Varolova mostu mozkového kmene do lateralniho
genikuldtniho jadra talamu a zrakové klry. Vyskytuji se béhem REM spanku u potkanl a
kocek, ale nejsou spolehlivé identifikovany u lidi. Théta oscilace (4-8 Hz) jsou
charakteristickym rysem REM faze u potkanl a prevazuji v hipokampu (Buzsaki, 2002). U lidi

je aktivita théta méné koherentni (Cantero et al., 2003).
1.4.2. Reaktivace hipokampdlnich neuront béhem spdnku

Dilezitym prllomem ve vyzkumu paméti bylo objeveni reaktivace hipokampdlnich
bunék mista, které pali pfi exploraci nového prostiedi nebo splnéni prostych prostorovych
ukoll, béhem nasledujiciho spanku (obr. 8). K reaktivaci dochazi u place cells s prekryvajicimi
se aktiva¢nimi misty, tzn., Ze generuji akéni potenciadly soucasné pri zkoumani néjaké arény.
Takové prehravani neuronalni aktivity neboli replay se vétSinou vyskytuje ve SWS a béhem
prvnich hodin po uceni (Wilson and McNaughton, 1994). Vzacné se také odehravd béhem
REM spankl (Louie and Wilson, 2001). K reaktivaci dochdzi i pfi bdélosti, ale na rozdil od
replay béhem spankl pomalych vin, kde neurony mista pali ve stejném poradi jako béhem
provedeni pokusu, zde sekvence je opacnd (Foster and Wilson, 2006). Ve srovnani s aktivitou
béhem kdédovaci faze, tzn. pfi stavu bdélosti, reaktivace béhem SWS je méné presna,
odehrava se v krats$im ¢asovém okné a signal je vice znecistén bazalnim Sumem (Nadasdy et

al., 1999).

Jak bylo popsano vyse, hipokampdlni ostré viny doprovazeji takové neuronalni
prehravani béhem nasledujiciho spanku (Wilson and McNaughton, 1994; Peyrache et al.,
2009) a také pfispivaji k synaptické potenciaci (King et al., 1999). Selektivni pferuseni sharp
wave-ripples elektrickou stimulaci po uceni prostorového ukolu u potkand zabranuje tvorbé
dlouhodobé prostorové paméti (Girardeau et al., 2009). Spole¢né vsSechny tyto studie
naznacuji, ze hipokampalni replay béhem SWS a ostré viny podporujici tento proces maji
kauzalni roli v konsolidaci paméti béhem spanku. Navic existuje dikaz, Ze reaktivace a

redistribuce paméti béhem spanku pomalych vin jsou fizeny tzv. , hipokampo-neokortikalnim
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dialogem”. Ten je regulovdn pomalymi oscilacemi a je duleZity pro pfenos informace
z docasného uloZisté hipokampu do dalSich oblasti kortexu, kde jiz informace je uloZena

dlouhodobé a vice ustalené (De Gennaro and Ferrara, 2003).
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Obr. €. 8. Reaktivace hipokampalnich place cells béhem SWS. Kazdy fadek
predstavuje samostatny neuron mista. Pfi ch(zi potkana po kruhové draze (Run), neurony
mista v hipokampu pali v charakteristickém potradi. BEhem nasledujiciho SWS spénku (Sleep)
se objevuje reaktivace stejnych bunék, navic v stejném poradi, jako béhem provedeni

pokusu. Pfevzato z (Diekelmann and Born, 2010).
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2. Cile prace

Je zndmo, jak se v hipokampu tvofi mapy jednoduchého prostoru, a my chceme
zjistit, jak vznikd velkd prostorova mapa sloZitého prostfedi z jednotlivych jednoduchych

map, a proto diplomova prace ma 2 zdkladni cile:

1) Popsat aktivitu hipokampalnich neuronli béhem behaviordini ulohy

v radidlnim bludisti imitujicim sloZity prostor;
2) Srovnat aktivitu hipokampdlnich neuronl béhem spanku pred plnénim
behavioralni tlohy v radidlnim bludisti imitujicim sloZity prostor a po ném.
Pro dosazeni cil(i jsem pripravila plan, ktery se skladal z nékolika bod:
navrhnout a vyrobit bludisté imitujici sloZity prostor;
naucit se vyrobé implantatd obsahujicich mikroelektrody;

naucit se provedeni stereotaktické operace;

nahrat aktivitu hipokampalnich neuront béhem behavioralni tlohy;

LA S

vyhodnotit nahranou aktivitu hipokampalnich neuron(.
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3. Metodika

3.1. Aparatura

Na provadéni experimentu bylo vyrobeno radidlni bludisté imitujici sloZity prostor,
které je sestaveno z centrdlni platformy, 8 ramen odbocujicich z této platformy (obr. 9) a
otevirajicich se a zavirajicich se prepdazek, které umoZznuji nebo naopak neumoznuji vstup do
urcitych ramen. Kazdé rameno je obklopeno unikatnim vzorem proximalnich vizualnich

znacek.
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Obr. €. 9. Reprezentace radialniho bludisté imitujiciho slozity prostor. (Nahore) Fotografie

vyrobeného bludisté. (Dole) Design kazdého z osmi ramen.
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Bludisté bylo vyrobeno z plexiskla. Primér centralni arény, kde je umistén kuzel, ¢ini
= 61 cm. Délka jednotlivého ramene = 50 cm, Sitka = 8,5 cm (obr. 10). Vyska bludisté ve

vSech ¢astech = 40 cm.

/e

Obr. €. 10. Kétovany vykres radidlniho bludisté. (Vlevo) Vykres jednotlivého ramene.

(Vpravo) Vykres centrdlni platformy.

Experiment se vidy provadél ve stejné obdélnikové mistnosti, kde se uprostfed
nachazelo bludisté, na sténé vlevo od vchodu do mistnosti byl pfipojen drzdk pro kameru a
nahravaci systém Axona (Ltd.), na sténé naproti vchodu bylo umyvadlo a mald lampicka.

Ostatni stény byly prazdné.
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3.2. Experimentalni design

Pro dosazeni cile jsme navrhli behavioralni dlohu skladajici se z 3 sezeni v bludisti, ve
kterych potkani postupné zkoumali 4 r(izna ramena, a 2 cykl( spanku. Schematicky postup
experimentu je zndzornén na obr. €. 11. Zaprvé byla zvifata umisténa do spankového kose,
kde se sledovala neurondlni aktivita v dobé spanku. Béhem prvniho a druhého sezeni
v bludisti potkani zvlast navstivili dva pary sousedicich ramen (Cislo 1 a 2 v pfipadé prvniho
sezeni, Cislo 3 a 4 béhem druhého). Pro experimentalni zvife kazda tato dvojice
predstavovala nové prostifedi. Ddle béhem tretiho sezeni potkani zkoumali ramena Cislo 2 a
3, coz neni novym prostfedim pro jedince, ale novou kombinaci jiz zndmych ramen. Po
exploraci bludisté se znovu nahravala aktivita neurond béhem nasledujiciho spanku a pak byl
zopakovan proces zkoumani vySe uvedenych ramen ve stejném poradi. TakZze experimentdlni
zvirata byla vystavena vySe popsané sekvenci tfech sezeni dvakrat: pred spankem a po ném.
Kazdé sezeni trvalo 15 minut. Aktivita hipokampdlnich bunék byla zaznamendvana jak pfi

exploraci bludisté, tak i béhem spanku.

(&2}

=

1. cyklus spanku

1. sezeni 2. sezeni 3. sezeni
nové prostredi nova kombinace

nové prostredi
familidrnich ramen

~l

(&)

>

Opakovani 1. sezeni Opakovani 2. sezeni Opakovani 3. sezeni

2. cyklus spanku

Obr. €. 11. Schéma experimentu. 1 — nahravani jednotkové aktivity béhem 1 cyklu spanku, 2
— nahrdvani jednotkové aktivity v ramenech ¢islo 1 a 2 (1 sezeni), 3 — nahrdvani jednotkové
aktivity v ramenech Cislo 3 a 4 (2 sezeni), 4 — nahravani jednotkové aktivity v ramenech Cislo

2 a 3 (3 sezeni), 5 — nahravani jednotkové aktivity béhem 2 cyklu spanku, 6 — nahravani

35



jednotkové aktivity béhem opakovani 1. sezeni, 7 — nahrdvani jednotkové aktivity béhem

opakovani 2. sezeni, 8 — nahravani jednotkové aktivity béhem opakovani 3. sezeni.
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3.3. Experimentalni zvirata

V experimentu byli pouziti potkani kmene Long Evans (SPF; Velaz s.r.o., Kondrovice,
Ceska republika) ve véku 3-6 mésicl a o hmotnosti 400 - 650 g v dobé& provedeni pokusu.
Experimentalni zvifata byla drzena v priihlednych plastovych chovnych boxech individualné.
V klimatizovaném zvéfinci byla udrZovana konstantni vlhkost (x40 %), teplota (+21°C) a
pravidelny dvanactihodinovy reZzim den/noc. Pfisun vody a jidla méli ad libitum, ale
vzhledem ktomu, Ze potkani byli motivovani pro fesSeni behavioradlniho Ukolu apetitivné
(odménou ve formé potravy), k zvétseni Gcinku odmény 12 hodin pred provedenim pokusu

byli hladovi. VSichni potkani byli experimentalné naivni a testovani pouze jednou.

3.3.1.  Manipulace se zviraty

3.3.1.1.  Handling

Pfred zacdtkem vlastniho pokusu vSechna experimentalni zvifata byla sezndmena

s experimentatorem (handling), aby si zvykla na fyzickou manipulaci ¢lovékem.
3.3.1.2.  Uloha sbirdni pelet

Cilem tréninku na sbirani pelet bylo motivovani potkant ke zkoumani radidlniho
bludisté v nasledujicim pokusu. Cela tato uloha spocivala v tom, Ze potkani se pohybovali po
linedrni trase a dostavali se k tomu mistu, kde jim dopadaly pelety s potravou. Uloha sbirani
pelet (orig. pellet retrieval) je jednou z metod pouzivanych ke studiu mistnich neuront a

zarucuje pohyb testovaného Zivocicha po celém prostoru experimentalni arény.
3.3.1.3.  Habituace na spdnkovy kos

Vzhledem k tomu, Ze je spanek soucdsti behaviordlni dlohy, pred provedenim pokusu
byli potkani umisténi do spankového kose na dobu cca 2 hodiny, aby si zvykli na prostredi,

kde se nasledné nahravala neuronalni aktivita béhem spanku.
3.3.1.4.  Stereotaktickd operace

Pro uvedeni potkanlt do celkové anestézie byl pouzit inhalaéni roztok anestetika
isofluranu (2,5 %). Pak byla zvifata umisténa do stereotaktického ramu (Stoelting) a po
zbytek operace udrzovdna v anestezii pomoci masky protékajici smési kysliku a isofluranu
(0,5-3,0%). Po oholeni srsti na hlavé holicim strojkem, obnaZeni a ocisténi lebky skalpelem

bylo vyvrtano 5 otvor( tak, aby se neposkodil mozek. Do kazdého z otvorli byl vloZen
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$roubek. Ctyfi z nich predstavovaly zemnici elektrody, posledni byl pouZivan jako reference
pro nahravani EEG. Nasledné byl vyvrtan dalsi velky otvor nad hippokampem (3,8 mm
posteriorné, 2,5 mm lateralné od bregmy) pro intrakranialni elektrody, které byly zanofeny
1,5 mm pod urovni lebky. Implantat s mikroelektrodami byl upevnén k lebce pomoci rychle
tuhnouciho duracrylu (zubarsky cement). Aby se neobjevil zanét, operované misto bylo
dezinfikovano a namazano framykoinem. Po probuzeni po skonleni operace byl zvifatlim

podavan loxicom. Kazdé zvife dostalo nejméné tyden na uplné zotaveni.

38



3.4. Elektrofyziologické nahravani hipokampdlnich neuronld a jejich
skupin in vivo

3.4.1 Viyroba implantati

K nahravani jednotkové aktivity byly pouzity mikroelektrody z nikl-chromové slitiny o
praméru 25 mikrometr( v tzv. tetrodové konfiguraci. Je to extraceluldrni elektroda, kde
kazda z ¢tyf dohromady smotanych mikroelektrod predstavuje samostatny zaznamovy kanal.
Vzhledem ktomu, Ze kazidy neuron zaujimd jedinecnou polohu v prostoru, jeho akéni
potencidly jsou ,vidény“ odlisSné kazdou mikroelektrodou (obr. 12). Vysledné takova
konfigurace umoziuje rozdélit signdly vygenerované skupinou nervovych bunék a

identifikovat jednotlivé neurony (Maren, Quirk, 2004).

Elektrody byly vbudovany do implantdtu (VersaDrive, Neuralynx), ktery zprostiedkuje
propojeni elektrod s konektorem a soucasné obsahuje mechanismus pro pohyb elektrod ve
vertikalnim sméru (obr. 12). Implantat obsahoval 8 nezdvisle pohyblivych tetrod (tj. 32
mikroelektrod). Mikroelektrody po vyrobeni implantatu byly zlaceny a jejich impedance se

pohybovala mezi 50 az 200 kOhm.
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Obr. €. 12. Znazornéni implantatu a tetrody. (Vlevo) Implantat obsahuijici 8 tetrod.
(Uprostred) Mechanismus pro pohyb elektrod ve vertikalnim sméru. (Vpravo) Tetrodova

konfigurace mikroelektrod. Pfevzato z VersaDrive User Manual.
3.4.2 Nahrdvani jednotkové aktivity

Po zotaveni zvife z operace byly mikroelektrody postupné snizovany do CA1 oblasti
hippokampu za prabézného elektrofyziologického monitorovani signalu. Jakmile se
objevovala charakteristicka aktivita akénich potenciall (orig. burst firing of hippocampal
complex-spike cells), zacinalo se zaznamenavdani jednotkové aktivity béhem behavioralni

ulohy. V pribéhu nahravani byl konektor implantovany khlavé potkana pfripojen
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k operacnim predzesilovaclim a kabelem k zesilova¢im (Axona Ltd.). Signal pro nahravani
jednotlivych bunék byl filtrovan mezi 300-10000 Hz a digitalné uloZen pfi vzorkovaci
frekvenci 32000 Hz, zatimco signal pro zaznamenavani LFP byl filtrovdn mezi 0,1-500 Hz a
digitalné uloZen pfi vzorkovaci frekvenci 2000 Hz. Dioda pfipevnéna na konektoru

zaznamenavala trajektorii pohybujiciho se potkana za pomoci kamery umisténé nad arénou.
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3.5. Analyza dat

3.5.1.  Shlukovd analyza

Zaznam aktivity nékolika nervovych bunék byl nasledné analyzovan pomoci shlukové
analyzy (angl. cluster analysis). Diky této metodé Ize podle zvoleného parametru vytvofit graf
obsahujici aktivitu vSech nahranych neuron, odlisit hodnotny signal od Sumu a identifikovat
jednotlivé buriky (obr. 13). Vzruchy z jedné burnky maji stejny tvar akénich potencidld, takze
rdzné neurony tvofi rlzné klastry akénich potencidld (Lewicki, 1998). Klastrovani se

provadélo manualnim zplsobem v programu Tint (Axona Ltd.).

Ch1 Ch2 Ch3 Ch4
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Obr. €. 13. Znazornéni shlukové analyzy. (Vlevo) Graf jednotlivych akénich potenciald
podle zvoleného parametru a vydélené klastry. (Vpravo) ldentifikované neurony. Barva

jednotlivé bunky odpovida barveé klastru. Pfevzato z (Lu et al., 2018).

3.5.2.  Analyza aktivity hipokampdlnich neuront béhem behaviordini ulohy

a spanku

V nasi laboratofi byly vytvoreny dva programy v Matlabu (MathWorks, Natick, MA,
USA) prispivajici k vyhodnoceni ziskanych dat. Prvni program vytvaii mapy prostorové
aktivity hipokampalnich bunék podle metody popsanou Mullerem a kol. (Muller et al., 1987),

druhy analyzuje neuronalni aktivitu béhem spanku.
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4. \Vysledky

4.1. Aktivita hipokampalnich neuronl pfi tvorbé prostorové mapy

slozitého prostredi

V pribéhu naseho experimentu bylo nahrano 5 neuron( z oblasti CA1 hipokampu. Tfi
z nich byly pyramidalni buriky s prostorové organizovanou aktivitou — place cells (neuron A, B
a C), neuron D nemél prostorové organizovanou aktivitu, neuron E byl aktivni jen v dobé
spanku. Aktivita ¢tyf bunék béhem behaviordlniho Ukolu je zobrazena na obrdzcich €. 14, 15,
16 a 17 v podobé map prostorové aktivity (orig. firing rate map), Kazdy maly ¢tverec (pixel) v
téchto mapach predstavuje malou plochu ramen nasSeho radidlniho bludisté. Barva
jednotlivého pixelu oznacuje Uroven aktivity daného neuronu v této oblasti (orig. firing rate),
coz je celkovy pocet vygenerovanych akénich potenciadlll v pixelu déleny celkovym ¢asem
stravenym v ném. Pro kazdou mapu rostouci hodnota urovné aktivity kédovdna v
nasledujicim poradi: Zlutd, oranzova, Cervend, zelend, modra a fialova. TakZe nejvyssi aktivita
je znazornéna fialovou barvou, zatimco nulovad — Zlutou (?adné akéni potencialy). Cernou
barvou na obrazcich schematicky znazornény hranice ramen bludisté, arabské Cislice ukazuji
Cisla ramen. Priimérnd uroven aktivity bunék béhem jednotlivého sezeni je uvedena pod

kazdou prostorovou mapou.
4.1.1.  Aktivita neuronu A béhem behavioradlni ulohy

V pribéhu prvniho sezeni pti zkoumani ramen Cislo 1 a 2 neuron A byl aktivni u
vstupu do ramene Cislo 1 (obr. 14a). KdyZ zvife vstoupilo do kombinace ramen ¢Cislo 3 a 4
v dobé druhého sezeni, tato burika stala ,tichou”, tzn., Ze nevykazovala zddnou aktivitu a
tedy nekodovala Zadné misto vtomto prostoru (obr. 14b). Pfi umisténi potkana do nové
kombinace jiz znamych ramen Cislo 2 a 3, neuron A se znovu aktivoval a generoval akéni

potencialy na zacatku ramene Cislo 2 (obr. 14c).

Po nasledujicim cyklu spanku neuron A byl béhem prvniho sezeni stale aktivni na
zacatku ramene Cislo 1 (obr. 14d), jak tomu bylo i pred spankem. Abychom gzjistili, nakolik
jsou podobné tyto dvé prostorové mapy, spocitali jsme korela¢ni koeficient mezi nimi. Pro
vySe popsané mapy r = 0,7309, coz je kladna hodnota blizici se +1, a tedy ukazuje, Ze tyto
mapy jsou dost shodné. Neuron A také nezménil svou aktivitu po nasledujicim spanku a

zUstal tichym vramenech Cislo 3 a 4 (obr. 14e). Kritické zmény v aktivité buriky A byly
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pozorovany v dobé opakovani tfetiho sezeni (obr. 14f): aktivacni pole tohoto neuronu se
rozsitilo, bunika generovala akéni potencidly témér ve vSech cCastech ramen ¢islo 2 a 3, a
pramérna uroven aktivity se zvySila dvakrat. Navic hodnota korela¢niho koeficientu je
zaporna a skoro nulova (r = -0,0030). To potvrzuje, Ze prostorové mapy kombinace ramen

Cislo 2 a 3 pred spankem a po ném nejsou podobné.

1 d 1
r=0,7309
4 4
3 3
1,6193 AP/s /‘ 1,5425 AP/s
b e 1
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0,0047 AP/s
C 1 1
r=-0,0030
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0,3970 AP/s 0,8509 AP/s

Obr. €. 14. Mapy prostorové aktivity neuronu A béhem behaviordlni tlohy. a — aktivacni
pole se béhem prvniho sezeni nachdzi pfi vstupu do ramene ¢islo 1, b — neuron A je béhem
druhého sezeni neaktivni, c - aktivacni pole se béhem tretiho sezeni nachazi pti vstupu do
ramene Cislo 2, d - aktivaéni pole se béhem prvniho sezeni po nasledujicim spanku nachazi
stejné pfi vstupu do ramene Cislo 1, e - neuron A je béhem druhého sezeni po nasledujicim
spanku zase neaktivni, f - aktivacni pole se béhem tfetiho sezeni po ndsledujicim spanku

rozsifilo do celého prostoru ramen cislo 2 a 3.
4.1.2.  Aktivita neuronu B béhem behaviordini ulohy

PFi zkoumani ramen Cislo 1 a 2 béhem prvniho sezeni se aktivacni misto neuronu B

nachazelo na konci ramene A (obr. 15a). Ale po nasledujicim spanku se aktivacni pole
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posunulo z pUvodni pozice a tento neuron v té dobé kddoval prechod mezi rameny (obr.
15d). Korela¢ni koeficient také potvrzuje nizkou shodu vySe zminénych prostorovych map (r

= 0,0646).

V prabéhu druhého sezeni jak pfed spankem, tak i po ném neuron B nemél presné
stanované receptivni pole a byl aktivni v rliznych ¢astech ramen cislo 3 a 4 (obr. 15b, 15e).

Navic koeficient korelace r = 0,0329 ukazuje malou podobnost téchto map.

Kdyz potkan vstoupil do nové kombinace zndmych ramen ¢islo 2 a 3, aktivita bufky B
byla znovu vztaZzena na urcité misto v prostoru — na rameno Cislo 3 (obr. 15c). Po
nasledujicim spanku béhem opakovani tretiho sezeni se aktivacni pole zvétSilo a neuron B
kodoval témér cely prostor, ve kterém potkan se pohyboval (obr. 15f). Korelacni koeficient r
= -0,0588 je zdporny a skoro nulovy, jak tomu bylo i pfi srovnani dvou prostorovych map

neuronu A béhem zkoumani ramen cislo 2 a 3.
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Obr. €. 15. Mapy prostorové aktivity neuronu B béhem behavioralni tlohy. a — aktivacni
pole se béhem prvniho sezeni nachazi na konci ramene cislo 2, b — neuron B béhem druhého

sezeni nema presné urcené receptivni pole, c - aktivacni pole béhem tretiho sezeni zaujima
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prostor ramene Cislo 3, d - aktivacni pole se béhem prvniho sezeni po nasledujicim spanku
nachdzi v prostoru mezi rameny cislo 2 a 3, e - neuron B béhem druhého sezeni po
nasledujicim spanku zase nema presné stanovené receptivni pole, f - aktivacni pole se

béhem tretiho sezeni po nasledujicim spanku rozsifilo do celého prostoru ramen cislo 2 a 3.

4.1.3.  Aktivita neuronu C béhem behaviordIni ulohy

r=0,6363

1,3945 AP/s

Cc 1

r=-0,0212

3
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Obr. €. 16. Mapy prostorové aktivity neuronu C béhem behavioralni tulohy. a — aktivacni
pole se béhem prvniho sezeni nachdazi na zacatku ramene ¢Cislo 2, b — aktivacni pole se béhem
druhého sezeni nachazi v prostoru ramene Cislo 3, ¢ - aktivacni pole béhem tretiho sezeni
zaujimad prostor mezi rameny ¢islo 2 a 3, d - aktivacni pole se béhem prvniho sezeni po
nasledujicim spanku nachazi stejné pri vstupu do ramene &islo 2, e - aktivacni pole se béhem
tfetiho sezeni stejné nachdzi v prostoru ramene Cislo 3, f - aktivaéni pole se béhem tretiho

sezeni po nasledujicim spanku rozsifilo do celého prostoru ramen cislo 2 a 3.

V dobé prvniho sezeni pfi exploraci paru ramen ¢islo 1 a 2 byl neuron C aktivni u
vstupu do ramene Cislo 2 (obr. 16a). Kdyz zvife bylo vystaveno kombinaci ramen ¢islo 3 a 4

béhem druhého sezeni, neuron C zde kédoval rameno Cislo 3 (obr. 16b). Béhem tretiho
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sezeni stejnd burika generovala akéni potencialy, kdyZz potkan se nachdzel na prechodu mezi

rameny Cislo 2 a 3 (obr. 15c).

Po nadsledujicim cyklu spdnku vidime, Ze jak béhem prvniho sezeni, tak i béhem
druhého, aktivacni mista neuronu C zlstala stejna: na zacatku ramene Cisla 2 v pfipadé
prvniho sezeni (obr. 16d) a v prostoru ramene cislo 3 v ptipadé druhého (obr. 16e).
Koeficient korelace pro prvni dvojici map (ramena Cislo 1 a 2) r = 0,6363 se blizi k hodnoté
+1, coz tikd o velkou shodnosti téchto prostorovych map. Pro druhou dvojici map (ramena
Cislo 3 a 4) r = 0,3842. Ale pfi opakovani tretiho sezeni po cyklu spanku se aktivita mistové
buriky C vyrazné zménila a aktivaéni pole se roztahlo do celého prostoru zkoumanych ramen
Cislo 2 a 3 (obr. 16f). Koeficient korelace r =-0,0212 je zaporny a témér nulovy, coz potvrzuje
nizkou podobnost téchto prostorovych map. VySe popsany fenomén je charakteristickym

rysem pro vsechny nahrané neurony mista.

4.1.4.  Aktivita neuronu D béehem behaviordIni ulohy
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Obr. €. 17. Mapy prostorové aktivity neuronu D béhem behavioralni ulohy. a-f — aktivita

buriky D se rozprostirala na cely prostor jednotlivych kombinaci ramen radialniho bludisté.
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Nahrand hipokampadlni bunka D predstavovala interneuron. Na obrazku dislo 17
mulzZeme vidét, Ze aktivita tohoto neuronu neni mistné specificka: burika D generovala akéni
potencialy po celou dobu zkoumani jednotlivych ¢asti bludisté. To plati jak pro prvni sekvenci

tfech sezeni (obr. 17a, 17b, 17c), tak i pro druhou (obr. 17d, 17e, 17f).
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4.1. Aktivita hipokampalnich neuront béhem spanku

Aktivita vSech vyse popsanych bunék byla zaznamenavana béhem dvou cykll spanku.
Prvni cyklus spanku predchazel plnéni behavioralniho ukolu, druhy probihal po exploraci
bludisté. Vzhledem k tomu, Ze doba trvani kazdé nahrdvky ¢ini 1 hodinu a potkani se béhem
této doby obcas mohli pohybovat po spankovém koSi, program analyzujici spanek déli
zaznam na 2 C¢asti podle rychlosti pohybu jedince. Pokud se zvife pohybovalo rychlosti vice
nez 5 cm/s, program pridaval této dobé znacku “fast movement”. Jestlize hodnota rychlosti
byla mensi nez 2 cm/s, tyto intervaly byly oznaceny jako “slow movement”. Tento krok
pfispiva k rozdéleni jednohodinové nahrdvky aktivity jednotlivych bunék do dvou stavl —

bdéni a vlastniho spanku. Analyza aktivity hipokampdlnich neuronl se provadéla v dobé

“slow movement”.

Uroven aktivity hipokampalnich neurontibéhém 1 a 2
cyklu spanku
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Neuron A Neuron B Neuron C Neuron D Neuron E

1. cyklus spanku 2. cyklus spanku

Obr. €. 18. Uroven aktivity nahranych hipokampalnich neuronti béhem dvou cykli spanku.
Prvni cyklus spanku predchazel plnéni behavioralniho Ukolu, druhy probihal po sezndmeni

jedince s novym prostredim.

Protoze 2. cyklus spanku se zaznamendval po tfech sezenich behaviordlni ulohy,
vyvstava otdzka, jestli se aktivita stejnych bunék béhem spanku bude lisit pred exploraci

nového prostfedi a po jeho prozkoumani. Na obrazku ¢islo 18 je graf zndzornujici srovnani
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urovné aktivity nahranych neuron( v dobé dvou cykll spanku. Aktivita neuronu mista A se
nepatrné zvysila po seznameni potkana s bludistém, zatimco Uroven aktivity neuront B, Ca E
se snizila. Uroven aktivity neuronu D bé&hem 1 a 2 cyklu spanku je pfiblizné stejnd. Na zakladé
téchto dat neexistuje Zadna tendence ani k ristu urovné aktivity hipokampdalnich bunék po
exploraci nového prostredi, ani k jejimu snizZeni. Ale pro ziskani statisticky vyznamnych dat

potiebujeme vice zaznamenanych hipokampdlnich neurond.
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5. Diskuze
5.1. ,Complex-spike” bunky a ,theta” burky

Prvni zdznamy hipokampdlni jednotkové aktivity Jamesem Ranckem a Johnem
O'Keefem ukdzaly pritomnost dvou zakladnich skupin neurond v hipokampu, které se lisi
anatomickymi a elektrofyziologickymi vlastnostmi (délkou trvani akéniho potencidlu, Urovni
aktivity, umisténim v hipokampu atd.). James Ranck pojmenoval vySe popsané dvé skupiny
terminy ,,complex-spike” bunky a ,theta” buriky (Ranck, 1973), zatimco John O'Keefe oznacil
prvni skupinu také jako ,place cells” vzhledem k jejich aktivité zavislé na urcitém misté
v prostoru (O'Keefe and Dostrovsky, 1971). Aktivita ,theta” neuronl stoupa, kdyz je
pfitomen théta rytmus v hipokampu, z ¢ehoz plyne jejich nazev (O'Keefe, 2007). Pro ,theta“
buriky je charakteristické, Ze generuji akcéni potencidly ve vSech ¢&astech zkoumaného
prostfedi, ale ve svych prostorovych mapach maji oblasti s vy$si Urovni aktivity. Kazda takova
oblast odrdzi inervaci od jednoho neuronu mista, takZze prostorové vlastnosti ,theta” bunék

odrdzZeji konvergenci mistnich bunék na ,,theta” bunky (Kubie et al., 1990).

Anatomicky ,complex-spike” neurony jsou pyramiddalni buriky hipokampu, zatimco
,theta” predstavuji interneurony. Extraceluldrni nahravani ukazaly, Ze ,complex-spike”
neurony se charakterizuji salvou akénich potenciadll (orig. complex-spike burst), kdy kazdy
nasledujici hrotovy potencidl mad mensi amplitudu a delsi trvani, nez predchazejici. Oproti
tomu se akéni potencidly ,theta” bunék vyznacuji kratSim trvanim a jejich amplituda je

konstantni (O'Keefe, 2007).

Jak jiz bylo zminéno v predchazejici kapitole, podafilo se ndm nahrat jak “complex-
spike” bunky, tak i “theta” burky, které se liSily elektrofyziologickymi a prostorovymi
vlastnostmi popsanymi vyse. Pyramiddlni buniky (complex spike cells) predstavovaly neurony
mista a jejich aktivita se vyznacovala charakteristickou salvou akcnich potencidld. Také
prostorové mapy téchto bunék témér vidy mély presné uréené receptivni pole (obr. 14, 15,
16). Interneurony (theta cells) mély stejnou amplitudu akcnich potencidlu a jeden z nich
(neuron D) generoval akéni potencidly po celém prostoru zkoumaného bludisté (obr. 17), coz
je charakteristické pro tuto skupinu hipokampalnich bunék. Neuron E byl aktivni jen v dobé

dvou cykll spanku.

50



5.2. Stabilita aktivacnich poli a pfemapovani neuronl mista

Jak jiz bylo zminéno v literarnim prehledu, pfi umisténi potkana do nového prostredi
mistové bunky podléhaji pfemapovani: bud dochazi k dtlumu jejich aktivity ¢i naopak k
jejimu navyseni v pfipadé, Ze pred tim byly inaktivni, anebo se posouva poloha receptivniho
pole (Muller and Kubie, 1987). Vzhledem k tomu, Ze v naSem experimentu potkani nebyli
seznameni s radidlnim bludistém imitujicim slozZity prostor, kazdy par ramen béhem prvniho
(ramena ¢Cislo 1 a 2) a druhého sezeni (ramena Cislo 3 a 4) pred ndsledujicim spankem
predstavoval pro né nové experimentalni prostiedi. U nahranych pyramidalnich neuron(
dochdzelo k pfemapovani: pozice jejich aktivacnich mist se liSila mezi prvnimi dvéma
sezenimi, navic neuron A se béhem druhého sezeni inaktivoval, tzn., Ze negeneroval zZadné

akéni potencidly.

Po nasledujicim spanku prostorové mapy prvnich dvou kombinaci ramen
pyramiddlnich neuron A a C zlstaly stejné, coz potvrzuje stabilitu aktivacnich poli ve
znamém prostfedi. Takovd dlouhodoba stabilita aktivacnich mist ukazuje, Ze wvznikla
reprezentace néjakého prostoru je trvala a nevytvari se de novo pfi opakovaném umisténi
subjektu do zndmého prostredi (Muller, 1996). Vyjimku tvofil neuron B, aktivita kterého se
zménila ve familiarni kombinaci ramen. Existuji ¢etné studie ukazujici, Ze k pfemapovani
muze dochazet i ve zndmém prostiedi. Napfriklad pfi zméné behavioralni ulohy (Markus et
al., 1995), pfi umisténi averzivniho podnétu do aktualniho receptivniho pole (Moita et al.,
2004), pfi posouvani ostriivku ve vodnim bludisti (Fyhn et al., 2002) atd. Souhrnné vysledky
téchto praci podporuji ndzor, Zze hipokampalni mistové bunky kdduji nejen geometrii
prostfedi, ale také motivacni a behavioralni kontext s nim spojeny (Sharp, 1999). Pficina
zmény aktivity neuronu B v naSem experimentu (obr. 14a, 14d) je mozna zplsobena tim, Ze
pravé béhem opakovdani druhého sezeni nejvic pelet s potravou dopadalo na oblast mezi

rameny, cozZ vyvolalo posun receptivniho pole do této oblasti.
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5.3. Vznik prostorové mapy slozitého prostredi z jednotlivych

jednoduchych map

Béhem tretiho sezeni potkani nebyli vystaveni novému prostredi, ale nové kombinaci
jiz znamych ramen (ramena cislo 2 a 3). Tento krok umoznoval prostudovat integrovani dvou
jednoduchych plvodné na sobé nezdvislych hipokampdlnich map v dobé, kdyz se jedinec
teoreticky musel dozvédét o jejich prostorovém vztahu. Pfedpokladali jsme, Ze reprezentace
tohoto prostoru (ramena Cislo 2 a 3) by mohla byt vytvarena spojenim dvou prostorovych
map vzniklych béhem predchazejicich dvou sezeni (ramena ¢islo 1 a 2 v dobé prvniho sezeni
a ramena Cislo 3 a 4 v dobé druhého). Ale ziskana data nepotvrdila vySe popsanou hypotézu.
Prostorové mapy vsech nahranych pyramiddlnich neuronl ukazuji, Ze pfi prvni navstévé

nové kombinace familidrnich ramen vznikd UpIné nova reprezentace tohoto prostredi.

Dalsi zajimavosti je fakt, Ze tyto prostorové mapy nové kombinace jiz zndmych ramen
se zase modifikuji po druhé navstévé téhoZ prostfedi. Ten fenomén je charakteristickym
rysem pro vSechny nahrané pyramiddlni neurony mista. Zaprvé, po nasledujicim spanku
dochazi krozsifeni plochy aktivaénich mist, které zacinaji zaujimat témér cely prostor
zkoumaného prostredi. Zadruhé, pfi porovnani Urovné aktivity kazdého pyramidalniho
neuronu v prabéhu prvni a druhé navstévy ramen Cislo 2 a 3, jsme pozorovali tendenci
k zvySovani této hodnoty. A nakonec zatreti, koeficient korelace je mezi dvéma prostorovymi
mapami vytvofenymi pro par ramen ¢islo 2 a 3 (tedy pred spankem a po ném) pro vSechny
pyramidalni neurony zdporny a blizici se k hodnoté 0, coz fikd o jejich minimalni shodnosti.
Na zakladé vyse popsanych dat predpokladdme, Zze po druhé ndavstévé nové kombinace
znamych ramen subjekt uzZ si zacind uvédomovat prostorovy vztah vSech 4 ramen, ale pro
vznik stabilni reprezentace komplexniho prostiedi je potieba vice ¢asu, nez dva kratko

trvajici vystaveni tomuto prostoru.
Souhrnné nase prvni vysledky ukazuji, Ze:

e Hipokampalni mapy stejného paru ramen predstavujicich nové prostiedi pro potkany
byly vytvofeny béhem prvni navstévy a zlstaly nezménény i pfi druhé navstéve, tj.
nebyly ovlivnény spankem (r = 0,58 + 0,14);

e Hipokampalni mapy nové kombinace jiz znamych mist nevznikaji jako jednoduché

spojeni dfive vytvorenych jednotlivych jednoduchych map;
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e Hipokampalni mapy nové kombinace znamych mist nebyly stabilni: mezi prvni a

druhou ndvstévou se zase modifikovaly (r =-0,03 + 0,02)
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Zaver
Diky této diplomové préaci jsem se naucila provadét stereotaktické operace, vyrabét
implantaty obsahujici mikroelektrody, elektrofyziologickému nahravani jednotkové aktivity

hipokampalnich neuron pomoci systému Axona a také vyhodnoceni dat v programech Tint

a Matlab.

Podafrilo se nam ziskat prvni vysledky ptispivajici k vysvétleni vzniku prostorové mapy
sloZitého prostfedi. Ziskand data naznacuji, Ze reprezentace sloZitého prostiedi neni
jednoduchou kombinaci dfive vytvorenych jednotlivych map a také se neformuje zcela de
novo. Misto toho probiha postupna modifikace jiz existujicich map, coz zabird vice ¢asu nez

kratko trvajici vystaveni tomuto prostoru.

Vysledky této diplomové prace byly pouzity pro vytvoreni posteru pro konferenci
»The Czech Neuroscience Society”, kterd konala od 26. 11. 2019 do 27. 11. 2019. Viz nahled
posteru v pfiloze. Tento poster ziskal ocenéni na Posterovém dnu Ndrodniho ustavu

dusevniho zdravi 18. 12. 2019.
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INTRODUCTION RESULTS

Spaceis afundamental and omnipresent element of the world, therefore, itis essential and necessary for survival to

an impaortant places. The key structure involved in the above-mentioned
processes s the hippocampus. The hippacampus plays an impartant role in spatial behavior and itis often regarded
as a key struclure in formation of cognitive map {interal representation of the enviranment) in rats because of
several reasons: firstly, spatial memory is sensitive to hippocampal damage, and secondly, this brain structure
contains a number of nerva cells encoding the space — place cells, which are charactarized by location-specific
firing.

For better understanding the aim of our study, we created
this figure. Let's imagine thal you are in Prague for the firs!
T time:
= MAP 1:first day you will start your stroll from the IP Paviova
metra station and will walk to the Botanical garden. This
- action will create a simple spatial map of this roule in the
hippocampus.
+ MAP 2: second day you will shop in Palladium and will go
. o Wenceslas Square. This path again will be encoded in
- yourbrain.
-7 finally on the third day you will start your walk on
Wenceslas Square and suddenly during strolling you wil
. come across IP Pavlova metro station. Of course, at this
moment you will realize that these 4 places are next ta each
g ; “" = other, but you have never explored that way all at once
e i. ~ Which map will arise in the hippocampus?

AIM OF THE STUDY

Formation of spatial roprasentations of simple environmants has bean desaribed in datils,in this work wo focus on
the question of f 2 spatial map of individual

METHODS

1) Sterectactic surgery
* Long-Evans male rats were anesthetized with isoflurane and their heads were fixed in a stereotaxic frame. A
microelectrade system was inserted into the hole in the skull averlying the hippacampus (AP = 4 mm, L +2.5 mm
relative to bregma)

2)8ingle unitrecording

+ For single unit recordings tetrode configuration of microelectrodes is used. It is an extracellular microelectrode

that comprises four juxtaposed recording channels, which can be used to disambiguate the signals emitied by

individual painl sources. Because each neuron occupies a unique pasition in space, its spikes are ‘seen’ slighlly

dﬂsrendy by each misroelectrode, providing a unique signatura. This technique allows the identification of many

than there are sampling electrade:

. 8 tetrodes (i.e., 32 microelectrodes) are located in the implant that mediates the electrade connection with the

connector and atthe same time includes amechanism for maving the tetrodes in the vertical direction

+ After the recovery of animals from the surgery, the tefrodes advanced to the target area with contemporary
the responses of single neurons.

. Smgle unit recordings were analysed offline using Axona Ltd, TINT sw. Using clustering analysis spikes of single

cells were divided into individual neurons acsarding to the selected parameter.

L I

= et A
= VVV
Anmpiant cantaining & Wechanism for moving )
tatrodes sleciodes in the verfical  Tatrode of o
direction

« 3)Behavioral task

« Aradial-arm maze was used to model a complex enviranment, where each arm was surrounded by unigue pattern
of Drox\ma\ visual landmarks.

. rats were allowed to expl dually 4 different arms of the i f

= Durlng the first and secand sessions rats sspalalsly visited two novel pairs of ns\ghhanng arms{ams 1and 2in
thefirst session, arms 3 and 4 in the second session )

= nthe third session rats were exposad to a new combination of already familiar arms {arms 2 and 3)

+ Rals were exposed to this sequence of three sessions twice — before and after sleep.

Ratording singls uril actily in a
roacty

Recording singlo unil activly in a novel palrof  Regording single: unit activily In a novel pair of
‘nelghboring ams | i 2and 3

number 1 and 2 ‘neighboring arms number 3 and 4

u
X

Ourfirst obsarvations indicated that,

novel
tothesamepalr of arme: (they were notaliersd by sleep).

2) Hippocampal maps of navel combinations of already known locations did not emerge as simple combinations of previously created
indivicual simple maps.

CONCLUSIONS

Our preliminary data suggest that representation of a complex environment is neither a simple combination of
preexisting individual maps, nor is it created completely de novo. Instead it involves gradual modification of
pre-existing maps thattakes more than a single exposure to the envirohment.
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