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Abstrakt

V hipokampu se denné tvofi sta az tisice novych granularnich bun¢k po cely zivot. Jejich
funkce je, navzdory intenzivnimu vyzkumu poslednich desitek let, stale nejasna. Predpoklada
se jejich podil na prostorové paméti a schopnosti orientace. Vysledky z behavioralnich tloh
jako Morrisovo vodni bludisté, radidlni bludisté 1 z fady dalSich pfinasi casto rozporuplny
obraz. S velkou pravdépodobnosti se ale neurogeneze ucastni spravného fungovani separace
vzorci a dlouhodobé relacni paméti. Pro hlubsi objasnéni problematiky je tfeba dalSich praci

a zejména spolehlivé metody ablace a stanoveni neurogeneze.

Kli¢ova slova: neurogeneze, prostorova navigace, pamet’

Abstract

Hundreds to thousands of new granule neurons are born every day in the hippocampus within
the whole life. Inspite of intensive research of the last decades, their function remains unclear.
Their participation in spatial memory and the ability of orientation is assumed. Results from
behavioral tests like the Morris water maze, the radial maze and many other testing tasks, are
often contradictory. Nevertheless, it is highly probable that neurogenesis plays a role in
pattern separation and long-term relational memory. Further studies and especially reliable

methods of ablation and detection are required for deeper insight into this issue.
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Seznam pouzitych zkratek:

APA
BrdU
CFC
CFD
CNS
CR
CS
DG
DMTS, DMP
DNMTS
Dox
GCV
GFAP
HFD
ITI
LTP
MAM
MRI
MRS
MWM
NOR
PET
PM
RAM
SEL
SGZ
SSRI

Svz
TK
™Z
Us
VCL

aktivni vyhybani se mistu (active place avoidance)
bromodeoxyuridin

kontextualni strachové podminovani (contextual fear conditioning)
kontextudlni strachové rozliSovani (contextual fear discrimination)
centralni nervova soustava

podminéna odpoveéd’ (conditioned response)

podminény stimulus (conditioned stimulus)

gyrus dentatus (dentate gyrus)

delayed-matching-to-sample, delayed-matching-to-place
delayed-non-matching-to-sample

doxycyklin

gancyklovir

glidlni fibrilarni kysely protein (glial fibrillary acidic protein)
potrava s vysokym obsahem tukt (high-fat diet)

mezifazovy interval (inter-trial interval)

dlouhodoba potenciace (long-term potentiation)
metylazoxymetanolacetat

magnetickd rezonance (magnetic resonance imaging)

magnetickd rezonan¢ni spektroskopie (magnetic resonance spectroscopy)
Morrisovo vodni bludisté (Morris water maze)

rozeznavani novych objektt (novel object recognition)
pozitronova emisni tomografie

ktizové bludisté (plus maze)

radialni bludisté (radial maze)

subependymalni vrstva (subependymal layer)

subgranularni zona

selektivni inhibitor zpétného vychytavani serotoninu (selective serotonin
reuptake inhibitor)

subventrikuldrni zona

tymidinkinaza

temozolomid

nepodminény stimulus (unconditioned stimulus)

jadro vokalniho centra (vocal control nucleus)
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1. Uvod

Jev neurogeneze (tvorby novych neuroni) v dospélosti je u savci znam teprve
relativné kratkou dobu. Do Sedesatych let dvacatého stoleti, kdy se objevily prvni prace
naznacujici jeji existenci (Altman, 1962), byla obecné uznavand predstava, Ze se nové
neurony béhem zivota v mozku netvoii. Od doby svého objevu se postupné neurogeneze
v dospélém mozku stala intenzivné zkoumanym fenoménem podnécujicim k badani védce po
celém svéteé. Velkou vinu zajmu zaznamenala hlavné poté, co byla tvorba novych nervovych
bun¢k objevena i v mozku lidském. Na prevazné savéich modelech byly objeveny dvé hlavni
oblasti v mozku, kde neurogeneze prokazateln¢ probiha 1 po narozeni. Jde o subventrikularni
zonu (SVZ) postrannich komor koncového mozku, lezici tésn¢ pod vrstvou ependymovych
bunck, a subgranularni zénu (SGZ) gyrus dentatus (angl. dentate gyrus, DG) v hipokampu. S
velkou pravdépodobnosti jsou ob&€ neurogenni mista pozistatkem plvodnich prenatalnich
zarode¢nych mist. Zustavaji zde progenitorové bunky, které posléza migruji a diferencuji se.
Ze SVZ putuji do cichového laloku tzv. rostralnim migraénim proudem (angl. rostral
migratory stream), kde se podileji na ¢ichovém rozliSovani, uvazuje se i o jejich reparacnich
schopnostech v oblastech nachdzejicich se v blizkosti SVZ. Ze SGZ cestuji jen na kratkou
vzdalenost - do granularni vrstvy DG, kde je predpokladén jejich podil na schopnostech uceni
a pam¢éti, presna uloha novych bunck v hipokampalnich funkcich vSak neni jesté zcela jasna.
Mimoto je zkoumdna i role neurogeneze v neurodegenerativnich onemocnénich, jako je
napfiklad Huntingtonova nemoc, Alzheimerova choroba nebo deprese, které by mohly byt
spojené se zménou hladiny neurogeneze.

V této praci bych se chtéla zaméfit na hipokampalni neurogenezi v SGZ a jeji vliv na

prostorové uceni a orientaci a shrnout dosavadni poznatky v této oblasti.

2. Historie vyzkumu neurogeneze v dospélém mozku

Do roku 1962, kdy Joseph Altman vydal svou préaci, byly vSechny cytologické
zaznamy o délicich se bunikach v mozku povazovany za prekurzory gliovych bunck . Altman
pouzil metodu autoradiografického znadeni délicich se bunék pomoci thymidinu-H?, ktery se
inkorporuje pouze do DNA nové vznikajicich bunék. Ve svém pokusu pozoroval krome
oznacenych gliovych bun€k i mensi mnozstvi oznaCenych neuronti. V nésledujicich letech
byly stejnym zplsobem identifikovany znacené granularni buiky v DG a v mozkovych
komorach byly vependymalni i subependymélni vrstvé nalezeny bunky s mitotickymi

figurami (Altman & Das, 1965). Povaha pozorovanych nové vzniklych bunék vSak nebyla



prokézana jinak nez svételné mikroskopickou cestou, a tak myslenka vzniku novych neuronii
v mozku zistala neprokézana.

K dalsimu posunu doslo az v roce 1983, kdy Nottebohm a Goldman zkoumali pfic¢inu
zvétSeni jadra vokalniho centra (angl. vocal control nucleus, VCL) u kanar¢ich samic, kterym
byl podévan testosteron (Goldman & Nottebohm, 1983). Spolu se zvétsenim VCL se u téchto
samic projevovala zména zpusobu zpévu — ze samiciho na sam¢i. Ve studii bylo zjiSténo, Ze
ve VCL vznikaji nové buiiky a ultrastrukturalni analyzou téchto bunék bylo potvrzeno, Ze se
skute¢né¢ jednd o neurony. Pfedstava neurogeneze v dospélém mozku byla od t¢ doby
vSeobecn¢ pfijata a postupné byla objevena i u dalSich obratlovctl jako napt. rejsek (Gould et
al.. 1997), kosman (Gould et al., 1998) ¢i makak (Eckenhoff & Rakic, 1988).

Velky zlom nastal vroce 1998, kdy Eriksson prokazal neurogenezi v dospélém
lidském mozku (Eriksson et al., 1998). Pracoval s posmrtné¢ odebranou mozkovou tkani péti
pacienti s rakovinou, kterym byl vramci 1écby aplikovan analog thymidinu,
bromodeoxyuridin (BrdU), pro diagnostické tcely. Imunohistochemicky pak byly BrdU
znacené neurony nalezeny v SGZ a v oblasti hilus v hipokampu, v SVZ byly pozorovany
progenitorové buniky neuront. Curtis posléze prokézal, Ze nové bunky v subependymdlni
vrstvé (angl. subependymal layer, SEL) vykazuji fenotyp gliovych bunék nebo neuront
(Curtis et al., 2003).

Krom¢ toho bylo zjisténo, ze se tyto builky v nékterych funkcénich vlastnostech
odliSuji od ostatnich granuladrnich bun¢k. Zejména se odliSuji snizenym prahem indukce
dlouhodobé potenciace (angl. long-term potentiation, L'TP) a zvySenou excitabilitou, ¢imz
vyznamné ovlivituji miru synaptické plasticity, procez je predpokladana role téchto novych
neuront v ziskavani novych pamétovych stop (Schmidt-Hieber et al., 2004). Vlastnosti jako
sniZzeny prah pro LTP a jeji vyS$si amplituda se vSak vyskytuje jen v uritém casovém okénku

od vzniku nového neuronu (Ge et al., 2007).

3. Blokada neurogeneze

Vyzkum neurogeneze a jeji funkce v organismu se provadi prevazné pomoci jejiho
blokovani a pozorovani nasledkl téchto zasahli na hipokampalni funkce. K experimentalnimu
zablokovani neurogeneze se pouzivaji dva hlavni ptistupy — blokdda chemickou cestou nebo
ozafenim. K témto metodam se v posledni dobé& ptidala jeSté tfeti, pozivani transgennich

modelovych organismti, u kterych je neurogeneze potlatena pomoci genové manipulace



(Dupret et al., 2008). Posledni jmenovand metoda ma vyhodu vétsi selektivity a mensiho

nespecifického poskozeni mozku.

3.1. Chemicka blokada

Dlouhou dobu bylo k potlaceni neurogeneze pouzivano antimitotické cinidlo
metylazoxymetanolacetat (MAM) (Shors et al., 2001). MAM pusobi jako alkyla¢ni agens,
které ma selektivni cytotoxické ucinky na délici se buiiky (Johnston & Coyle, 1979). Pozdé&ji
vSak byly prokdzany vyrazné vedlejsi ucinky poddvani MAM - zvifata trpi kachexii,
hypoaktivitou a jsou stizena poruchami rovnovéhy (Dupret et al., 2005). Proto zacaly byt
pouzivany alternativni latky jako naptiklad temozolomid (TMZ) (Garthe et al., 2009), ktery
ma vyhodu niZ3i toxicity. Jde o latku, kterd se ve fyziologickych podminkach konvertuje na
ucinné methylacni ¢inidlo (Quinn, 2003), jehoz pisobeni vede k apoptdze dé€licich se bunék.
TMZ byl ptivodné pouzivan pro terapii nadorti centralni nervové soustavy (CNS) (Lashkari et

al., 2011; Vera, 2004).

3.2. Ozafeni

Ozarovani rentgenovymi paprsky bylo pouzito uz Altmanem v pocatcich vyzkumu
neurogeneze (Bayer et al., 1973; Gazzara & Altman 1981). Pouzivd se jak ozafovani
rentgenovymi paprsky, tak paprsky gama (Wang et al, 2005).Vzhledem k tomu, Ze je
pouzivano k 1é¢bé mozkovych nadort, béhem kter¢ho dochazi k poruse kognitivnich funkci
(zejména u déti) (Ellenberg et al., 1987), je efekt ozafovani ionizujicimi paprsky intenzivné
zkouman. Zaroven jsou hleddny zpiisoby, jak poskozeni béhem terapii minimalizovat. Jako
Castecna obrana se zd4 byt vhodné podavani antioxidantti (Motomura et al., 2010; Oh et al.,
2012).

Poskozeni neurogeneze nastava po ozaieni na nékolika urovnich: navozeni apoptozy
(Peissner et al., 2000), snizeni bunétné proliferace a sniZzeni diferenciace neurélnich
kmenovych bunék hipokampu v granulérni neurony (Monje et al., 2002). Studie Monjeho a
kolektivu ukazuje, Ze ozafenim dochazi ke zniceni neurogenniho mikroprostredi (zahrnujici
naruseni tvorby kapilar nutnych pro neurogenezi v dospélém mozku a zvysSeni poctu a vetsi
aktivaci mikroglii), takze ani transplantace neozatrenych kmenovych bun¢k nestaci k obnoveni
neurogeneze. Metoda ozafeni neni idedlni, nebot, jak uvadi Tada, jsou na ozareni citlivé i
neproliferujici buiiky a po aplikaci paprski ¢astecné také podléhaji apoptoze (Tada et al.,

2000).



3.3. Genetické manipulace

Pouziti genetickych manipulaci umoziuje, na rozdil od vyse uvedenych zpiisobu
ablace, odstranit neurogenezi ve zralém hipokampu Upln€é. Hojné rozSifenou metodou
genetické ablace je napfiklad tvorba transgenniho organismu, ktery exprimuje tymidinkinazu
(TK) viru Herpes simplex pod kontrolou promotoru pro glidlni fibrilarni kysely protein (angl.
glial fibrillary acidic protein, GFAP), ktery je markerovym proteinem neuronalnich
prekurzorii. V pfitomnosti antivirotického agens gancykloviru (GCV) pak buiiky produkujici
TK podléhaji bunécné smrti, nebot metabolizuji GCV na toxické nukleotidové analogy
(Morshead et al., 2003). Odlisny zplUsob pifedstavuje indukovand delece genu pro TLX
receptor, ktery je normalné piitomny u neuralnich kmenovych bunék (Zhang et al., 2008).

Dalsi ptiklady genetické ablace neurogeneze jsou uvedeny nize v textu.

4. Modulace neurogeneze

Neurogeneze ve zralém hipokampu je velmi komplexné regulovany proces. Na jeji
modulaci se podili mnoho faktorl, diky ¢emuz jsou obtizné rozeznatelné rozsahy jejich
pusobeni, nebot’ se Casto piekryvaji. Mezi nejvyznaméjsi a nejlépe prozkoumané slozky

modulace neurogeneze patii fyzicka a psychicka aktivita, stres, deprese a vek.

4.1. Stres

Jako hlavni negativni regulator neurogeneze byva uvadén stres — a to jak akutni, tak
chronicky (Heine et al., 2004). Nejedna se jen o stres fyzicky, ale i psychicky. Stresort
vyvolavajicich pokles neurogeneze je celd fada. Mimo jiné mezi né patii stres psychosocialni
(Gould et al., 1997), ktery byl testovan u rejskii — klece dvou samct byly spojeny, ¢imz byly
navozeny podminky k ustaveni vztahu dominance a podfizenosti. U podfizenych rejskli pak
byl zaznamenan pokles neurogeneze. Podobné pokusy byly provedeny i s primaty, konkrétné
s kockodany (Gould et al., 1998), ve vysledcich opét stresovana zvifata vykazovala sniZeni
neurogeneze.

Nékteré prace naznacuji, Ze citlivost na stres je zavisla na pohlavi (Falconer & Galea,
2003). V této studii byli vystaveni pachovému stresoru potkani jedinci obou pohlavi, u samic
vSak nebyla, na rozdil od samctl, detekovana zadnéd zména neurogeneze. Zatim vSak neni
zcela jasné, zda tento efekt neni zpiisoben jen rozdilem v rychlosti reakce na stresor u obou

pohlavi.



Dalsi otazkou tykajici se vlivu stresu je délka trvani jeho inhibi¢niho pulsobeni.
Potkani, jejichz matky byly vystaveny stresu béhem bfezosti, vykazovali snizenou hladinu
neurogeneze az do dospélého véku (Lemaire et al., 2000), zatimco vystaveni stresu v
pozd¢jsich vyvojovych stadiich vedlo k pouze pfechodnému sniZzeni neurogeneze (Tanapat et
al. 2001; Malberg & Duman 2003; Heine et al. 2004).

Ackoli je jasné, Ze ovlivnéni stresem je komplexni proces probihajici na mnoha
urovnich, byvaji za jeden =z hlavnich Ciniteld povazovany stresové hormony -
glukokortikoidy, jejichz sniZeni pomoci adrenalektomie vedlo k vyssi proliferaci neuronli v
oblasti gyrus dentatus (zaroven vSak doslo i k zvySeni bunécné smrti). Naopak podavani
kortikosteronu neurogenezi snizilo (Cameron & Gould 1994). Existuji ovSem 1 prace, ve
kterych se hladina kortikosteroidii na hodnoté neurogeneze nijak neprojevila. Zdroj téchto
rozporli (spole¢né s nejednoznaénym rozdilem ucinku raznych typl stresu) zatim zlstava

nejasny (Pham et al., 2003; Van der Borght et al., 2005).

4.2. Vék

DalSim vyznamnym faktorem podilejicim se na sniZzeni neurogeneze je stafi
organismu. Zmény neurogeneze probihaji po cely zivot. Poté, co dosdhne svého vrcholu
nekolik tydnii po narozeni, zacne uroven neurogeneze klesat, nejvyraznéji béhem dospivani
(Altman & Das, 1965). Rada studii ukazuje, Ze snizovani neurogeneze probiha dal i b&hem
obdobi senescence (Kempermann et al., 1998; Kuhn & Gage, 1996; Seki & Arai, 1995). Zda
se, ze k tomuto poklesu nejvice pfispiva snizeni prolifera¢nich schopnosti progenitorovych
bun¢k (Hattiangady & Shetty, 2008; Kuhn & Gage, 1996), ktery by mohl byt zptsoben

zménou okolniho mikroprostredi.

4.3. Strava

Relativné nedavné prace naznacuji, Ze na silu neurogeneze v hipokampu by mohlo mit
vliv 1 slozeni stravy. Existuje evidence, kterd poukazuje na vliv kalorické restrikce, jez
snizuje umrtnost novych granuldrnich neuronti, ¢imz zvysuje jejich vysledny pocet (Lee et al.,
2000). Mimoto se ukazuje i to, ze piijem potravy s vysokym obsahem tukl (angl. high-fat
diet, HFD) zplsobuje sniZzeni neurogeneze u potkanti (Lindqvist et al., 2006). Toto snizeni
nebylo spojeno s nariistem tukové tkané (strava byla navrzena tak, aby potkani netloustli),
vyskytovalo se ovSem spolecné se zvySenou hladinou kortikosteronu. Ze stejné studie rovnéz

vyplyva, Ze samice a samci reaguji na HFD odliSnym zptGsobem. Zatimco u samcii doslo k
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signifikantnimu zvyseni hladiny kortikosteronu, u samic k zadné¢ zméné€ nedoslo, pfesto byla
jejich hladina neurogeneze niZ$i bez ohledu na stravu. Tyto poznatky by mohly nabyvat na
dulezitosti, vzhledem k rozsifené mode¢ vahu redukujicich metod zaloZenych na piijmu tuka a
proteint.

Efekt HFD se zd4a byt urCovan navic i stafim Zivocicha, kterému je tato strava
podavana. V praci Boitarda a kolektivu byla popsdna zavislost poSkozeni néckterych
pamétovych funkei a snizeni hipokampalni neurogeneze na véku potkant, kteti byly HFD
vystaveni (Boitard et al., 2012). Potkani, ktefi byli vystaveni HFD v obdobi adolescence, méli

snizenou hladinu neurogeneze, zatimco u dospélych potkanti se jiz u¢inek HFD neprojevil.

4.4. Fyzicka a psychicka aktivita

Pohyb a psychicka aktivita (a to jak ve smyslu piimého uceni i1 vystaveni
komplexnimu prosttedi) plisobi na neurogenezi pozitivné, zvysuji ji (Fan et al., 2007; Gould
et al., 1999; Kempermann et al., 1997; van Praag et al., 1999). Jejich mechanismus plisobeni
se vSak li8i, a to 1 v cilovych buikéach, které oba jevy ovliviiuji. Zatimco fyzickd aktivita
podporuje proliferaci progenitorovych bunck, psychické stimuly plsobi na nové neurony
nachazejici se v ranych stadiich diferenciace a prodluzuji dobu jejich pieziti (Ambrogini et al.,
2000; Kronenberg et al., 2003). Oba tyto efekty maji dohromady aditivni vlastnosti (Fabel et
al., 2009).

Z téchto poznatki vyvodil Kempermann tzv. hypotézu neurogenni rezervy
(Kempermann, 2008). V této hypotéze predklada predstavu (podporovanou aditivitou fyzické
a psychické aktivity), ze Uroven neurogeneze je optimalizovana dle naroku, které jsou na
organismus dlouhodob¢ kladeny. V téle se podle Kempermanna tvoii ,,neurogenni rezerva“
progenitorovych buné€k, jejiz velikost je zavisld na predchozi aktivité. Pozdéji pak lze
kompenzovat nedostatecnost této rezervy pouze Castecné (Kempermann et al., 1998). Tento
mechanismus by umoznil neplytvat energii na tvorbu neuronti, které ba pak nebyly vyuzity, a
pfizpusobit hladinu neurogeneze piedpokladané narocnosti podnétil, se kterymi se organizmus
pravdépodobné setkd. Pro ovéfeni hypotézy neurogenni rezervy je nutny jest¢ dalsi,

rozsahlejsi vyzkum této problematiky.

4.5. Antidepresiva
Antidepresiva pisobici jako selektivni inhibitor zpétného vychytavani serotoninu

(angl. selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI) - jako naptiklad fluoxetin - byla rozeznana
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jako dalsi prosttedek podporujici hipokampalni neurogenezi (Malberg et al. 2000) a to nejen
vlivem na proliferaci progenitorovych bunck ale i zvySenim doby pteziti novych neuroni .
Existuji ovSem 1 studie, které ucinky antidepresiv nepotvrzuji (Cowen et al., 2008). Navzdory
rozpornym vysledklim byla rozvinuta tzv. neurogenni hypotéza deprese, mimo jiné prave i na

zaklad¢ uc¢inki antidepresiv na neurogenezi (Sapolsky, 2004).

5. Metody stanoveni neurogeneze

Historicky se k urceni neurogeneze pouzivala metoda znaceni délicich se bunck
pomoci tymidinu obsahujiciho tritium ([3H]-tymidin) a nésledné autoradiografie. Timto
zpusobem byla neurogeneze ve zralém hipokampu vibec poprvé zaznamenana (Altman &
Das, 1965; Altman, 1962). Tento postup byl ovSem relativné zdlouhavy, procez se zacal
pouzivat jiny analog tymidinu, 5-bromo-2'-deoxyuridin (BrdU), ktery lze detekovat
imunohistochemicky pomoci monoklonalnich protilatek a je bézné¢ vyuzivan dodnes
(Gratzner, 1982). Pouziti BrdU ma 1 dalsi vyhody — prace bez radioaktivity a moznost detekce
v relativné tlustych fezech mozkové tkané.

Ani BrdU vSak neni Gplné bezproblémovym néstrojem vyzkumu neurogeneze. BrdU
totiz dokaze vizualizovat pouze bunky béhem S-faze bunécného cyklu (pfi nové syntéze
DNA) (Cameron & McKay 2001).Mimoto n¢které vyzkumy naznacuji, ze by BrdU mohl mit
negativni U€inky na neurogenezi. Ve vysSich koncentracich ma totiz BrdU selektivné toxické
ucinky na neurony v in vitro podminkach v nichz pfi koncentraci vétsi nez 0,2 uM spousti
apoptozu (Caldwell et al., 2005). Cytotoxicky efekt ovSem nebyl potvrzen in vivo, kde vyssi
davky BrdU nijak nesnizovaly neurogenezi (Hancock et al., 2009). Tento rozpor by mohl byt
zplisoben poruSenim normalnich metabolickych pochodl v in vitro zkoumanych tkanich,
které jsou tak vystavovany vyssim koncentracim BrdU nez realné doputuje k tkani v systému
in vivo.

Kromé¢ vySe uvedenych postupli se pracuje i na vyvoji metod pro stanoveni
neurogeneze in vivo, pomoci kerych by bylo mozné sledovat neurogenezi jedince v delSim
Casovém useku. Mezi tyto metody patii naptiklad pozitronovd emisni tomografie (angl.
positron emission tomography, PET), pii které se jako znalici latka vyuziva tymidinovy
analog "*F-fluortymidin ("*F-FLT) (Rueger et al., 2010). Dale je ke sledovani neuronalnich
prekurzort uzivana metoda magnetické rezonance (angl. magnetic resonance imaging, MRI)
a magnetickd rezonan¢ni spektroskopie (angl. magnetic resonance spectroscopy, MRS),

kterou Ize vyuzit 1 v lidském Zivém mozku (Manganas et al., 2007). Vyhodu menS$ich ndklada
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pak maji metody optického zobrazovani — fluorescence, jez je zaloZena na expresi
fluorescen¢nich proteini ovladané promotorem pro néktery markerovy protein (naptiklad
nestin) (Yamaguchi et al., 2000), a bioluminiscence, spocivajici v expresi enzymu luciferazy

rovnéz za pouziti specifického promotoru (Couillard-Despres et al., 2008).

6. Neurogeneze a prostorova navigace

Predpokladand role neurogeneze v hipokampalnich funkcich uceni a paméti se
nejcastéji testuje v prostorové-orintacnich tlohach. Jedna se zejména o tzv. Morrisovo vodni
bludisté (angl. Morris water maze, MWM), radialni bludisté (angl. radial maze nebo radial-
arm maze, RAM), kontextualni strachové podminovani (angl. contextual fear conditioning,
CFC), tlohu aktivniho vyhybani se mistu (angl. active place avoidance, APA) a celou fadu
dalSich. Nasledujici text rozebird, jaké poznatky z tohoto testovani vyplyvaji a co z nich lze

vyvozovat o funkci nové vznikajicich neuronti v hipokampu.

6.1. Morrisovo vodni bludisté

Morrisovo vodni bludi§té¢ je v soucasnosti snad nejpouzivangjSim prostfedkem k
testovani prostorové orientace a paméti. Navrzeno bylo Richardem Morrisem, ktery ho
vyuzival ke srovnavani orientace podle proximalnich a distalnich orienta¢nich boda ( Morris
1981; Morris 1984). Jde o kruhovy bazén o priméru kolem 1,5-2 m naplnény vodou, pod
jehoz hladinou se skryva maly ostriivek. Voda je znepriihlednéna (naptiklad bilou netoxickou
temperou (Winocur et al., 2006)), takze poloha ostrivku ve vod¢ neni rozeznatelna. Pokusné
zvife (vétSinou potkan) je vypusténo do bazénku, kde se snaZi najit ostriivek a doplavat k
nému. V bazénku nejsou zadné orientacni body, a tak se zvife musi fidit orientatnimi body
vzdalenymi (tzv. aloteticka orientace), z nichZ si pfi uceni vytvofii ,,mapu®, podle které se pak
muze orientovat nezavisle na tom, odkud bylo vypusténo do vody (okoli bludist¢ byva v
klasickém postupu pro zvife viditelné).

V MWM lze testovat jak dlouhodobou tak kratkodobou pamét’ — v testu dlouhodobé
paméti se poloha ostrivku mezi dennimi sezenimi neméni, naopak pii zkoumani paméti
kratkodobé se ostrivek mezi sezenimi pfemistuje. Jelikoz jsou potkani od piirody dobii
plavci, nezptisobuje jim pobyt v bazénku nadmérny stres.

Pfi testovani lze méftit rizné parametry — nejcastéji doba od vypusténi zvifete do vody

po nalezeni ostrtivku nebo (po odstranéni ostriivku) procento Casu, kdy se zvite zdrzuje v
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kvadrantu bazénu, kde byl ostriivek pivodné umistén (tzv. probe trial). Druhy zplisob
eliminuje zkresleni vysledkli, pokud se zvifata nau¢i pouZzivat néjakou strategii hledani
(napriklad plavat do kruhu v urcité¢ vzdalenosti od okraje bazénku) diky niZz si nemusi
pamatovat polohu ostrivku (Spooner et al., 1994).

Pti zkoumani pracovni, kratkodobé paméti se pouzivaji metody tzv. delayed-
matching-to-sample (¢1 place) (DMTS, DMP) a delayed-non-matching-to-sample (DNMTS).
Oba postupy jsou zalozené na dvou fazich. Prvni, informacni faze je po rizné dlouhé pauze
(angl. inter-trial interval, ITI) nésledovana tzv. fazi zkuSebni (sample phase), kde zvite ma
bud’ vybrat stejnou moznost jako ve fazi prvni (pti DMS), nebo naopak vybrat moZznost
odliSnou (pt1 DNMTS). DMTS 1 DNMTS se pouziva nejen v MWM ale 1 v dalSich tlohach
jako je T-bludisté¢ ¢i bludisté¢ radialni (Koehl & Abrous, 2011). V MWM je nejcastéji
pouzivano DMP, kdy ma zvife za kol nalézt ostrivek poté, co ho pii pfedchozi plavbé
nalezlo ndhodou ¢i k nému bylo dovedeno experimentitorem. Pii DNMTS v MWM je
ostrivek pfi prvni plavbé prezentovan spolecné s ur€itym stimulem naznacujicim jeho polohu.
V druhé plavbé je pak piedstaven kromé tohoto stimulu jesté stimulus novy a zvife musi

plavat pravé k tomuto novému stimulu, aby ostriivek naslo (Winocur et al., 2006).
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6.1.1. MWM a neurogeneze

Souvislost neurogeneze a prostorového uceni a paméti byla testovana pomoci MWM
na zéklad¢ ptirozenych rozdill v tvorbé novych neuronti u starSich potkant. V téchto studiich
nebyla prokdzana zadny pozitivni vliv neurogeneze na uceni (Bizon & Gallagher 2003),
nékdy dokonce vykazovali potkani s niZ§i hladinou neurogeneze vykony v MWM lepsi
(Bizon et al., 2004). Existuji ovSem i studie s opacnymi vysledky (Drapeau et al., 2003), kde
kognitivni schopnosti a vykon v MWM kvantitativné korelovaly s po¢tem nové vznikajicich
neurontt SGZ. Interpretaci znesnadiiuje fakt, ze tyto protichidné vysledky byly ziskany na
odlisnych kmenech laboratornich potkanil navic za pouziti rozdilnych davek BrdU pii znaceni
novych neuront.

Dalsi vyzkum se ubiral cestou blokovani neurogeneze a naslednym sledovanim
vykoni v MWM. Vysledky vSak nejsou jednoznacné ani zde. Nékteré starSi prace (Shors et
al., 2002) pouzivajici blokadu neurogeneze pomoci MAM neprokazaly zadnou korelaci mezi
ubytkem neurogeneze a vykonem v MWM a to ani v testu probe trial, ktery probihal den po
konci tréninku. Novéjsi studie ovSem trochu ukazuji jiné vysledky (Goodman et al., 2010). V
Goodmanové pokusu se sice mysim s MAM poskozenou neurogenezi zkracovala doba k
nalezeni ostrivku stejné jako mySim kontrolnim béhem tréninku, v tloze probe trial jiz byly
patrné rozdily. Mysi byly poSkozené ve vybavovani polohy ostrivku po uplynuti jednoho i
tficeti dnii od konce tréninku. Vzhledem k tomu, Ze redukce neurogeneze se mezi studiemi lisi
(a¢ obé pouzivaji k blokovani neurogeneze MAM), je tato nesrovnalost obtizné vylozitelna.

Pti testovani DNMTS postupu v MWM (Winocur et al., 2006), kdy byl ostrivek
vzdy umistén bud’ pod bilym ¢i ¢ernym valcem a potkan m¢l za ukol ho hledat pod tim
valcem, ktery nebyl prezentovan pii piedchozi plavbé, byl sledovan predevsim podil novych
neuront na epizodické paméti. Zde byly vysledky potkanti s ozafenim snizenou neurogenezi
hors$i nez u kontrol, ale pouze v ptipadé, Ze ITI byl delsi neZ jedna minuta.

V jiném pokusu s ozafovanim razné ¢asoveé vzdalenym od tréninku 1 od pozdéjsiho
testovani v MWM bylo znovu potvrzeno, Ze snizeni neurogeneze nema vliv na zvladnuti
tréninku v MWM, ale zfejmé hraje dtlezitou roli pii vybavovani prostorovych informaci po
delsi dobé (Snyder et al., 2005). V této praci vykazovali ozéafeni potkani vyrazné horsi
vysledky v testu probe trial po dvou a po ctyfech tydnech od tréninku v bludisti, coz
naznacuje moznou roli novych neuronit v dlouhodobé prostorové paméti. Ozafovanim v
ruznych casovych vzdalenostech od testovani bylo navic zjiSténo, Zze pro fungovani
dlouhodobé¢ prostorové paméti jsou vyznamné prevazné neurony staré 4-28 dni. Neni vSak

jasné, zda jsou podstatné pouze pro vybavovani informaci nebo i pro jejich ziskavani.
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Pretrvavajicim uskalim téchto praci vSak stdle byla mald specifita blokovani
neurogeneze a z ni plynouci obtize s interpretaci vysledkii a opakovatelnosti pokust. Zacalo
se tedy vyuzivat vytvafreni transgennich organismui se specificky blokovanou neurogenezi.
Dupret a jeho kolektiv vyvinuli novy zpisob blokovani neurogeneze pomoci nadmérné
exprese proapoptotického proteinu Bax specificky lokalizované do neuronélnich prekurzori
(Dupret et al., 2008). Bax je vyznamny protein zprostiedkujici smrt novych neuront, ktera
normaln¢ postihuje az témet Sedesat procent noveé vzniklych bunék (Dayer et al., 2003).
Nasledné testovani ukéazalo, Ze potkani bez neurogeneze maji vyrazné narusenou prostorovou
vztahovou pamét, kterd je pro alotetickou orientaci (a tedy i pro zdarné uceni se v MWM)
nezbytna.

Obdobn¢ vyhlizejici vysledky pfinesla 1 dalSi prace s geneticky manipulovanymi
organismy. MysSi, kterym byla urychlena diferenciace progenitorovych bun€k pomoci
nadmérné exprese prodiferenciaéniho genu PC3 (procez mysi postradaly ,,mladé“ neurony a
jejich specifické vlastnosti), také vykazovaly ztetelné poruchy pii uc¢eni v MWM (Farioli-
Vecchioli et al., 2008). Vysledky Farioli-Vecchioliho a jeho kolektivu ukazuji, ze pro
nabyvani novych prostorovych zaznamt i pro vyuziti dfive nabytych informaci jsou klicové
neurony 3 az 4 tydny staré.

Pokus s blokovanim WNT signalizace v DG, které rovnéz zplsobuje blokovani
neurogeneze (Lie et al., 2005), opét nepotvrdil rozdil v ueni v MWM u potkani s
poskozenou neurogenezi, ale ukdzal jejich zmenSenou schopnost vybaveni si prostorové
informace po 2-8 tydnech (Jessberger et al., 2009). V této studii vSak byla neurogeneze opét

blokovana pouze ¢astecné.

6.2. Radialni bludisté

RAM je dalsi z klasickych behavioralnich tloh pro testovani prostorové orientace,
paméti a uceni. Od doby, co bylo predstaveno Oltonem a Samuelsonem (Olton & Samuelson,
1976), byla vyvinuta fada upravenych verzi — mezi nejzndméjsi patii tzv. kiizové bludiste
(angl. plus maze, PM) (Zeldin & Olton, 1986). Klasické RAM je tvofeno centralni platformou
kruhového pldorysu, ze které vybiha osm identickych ramen (v PM jsou pouze Ctyfi), na
jejichz konci je umisténa potravinova navnada. Zvife v bludisti hleda potravu, testuje se
kolikrat udéla chybu, tedy kolikrat navstivi jedno rameno vice nez jednou. RAM je obvykle
oteviené, pficemz v okoli je dostatek zachytnych orientacnich bodu, a zvite se tedy orientuje

pfedevsim aloteticky.
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V bludisti je mozné opét testovat jak pamét’ pracovni (pokud je potrava ve vSech ramenech) i
pamét’ dlouhodobou (jestlize je potrava opakované jen v uritych ramenech a sleduje se,

kolikrat navstivi zvife prazdné rameno) (Olton & Paras, 1979).

—

g

Obr. 2. Nakres RAM, pidorys (Podle Olton a Samuelson, 1976)

6.2.1. RAM a neurogeneze

Separace vzorcu (angl. pattern separation) zaklada schopnost Zivocicha rozliSovat dva
velmi podobné stimuly, které jsou prezentovany v tésné blizkosti (a to jak prostorové, tak
Casové), a tvorit jejich jasné¢ oddélenou pamétovou reprezentaci. Z prace Clellanda a
kolektivu vyplyva, Ze tato schopnost zévisi pravé na neurogenezi ve zralém hipokampu
(Clelland et al., 2009). V jeho pokusu byla mySim poSkozena neurogeneze ozarenim, posléze
byly testovany v RAM. Zde bylo pozorovano, Ze ozafené mysi maji zachovanou schopnost
dobte odlisit dvé ramena, ktera jsou dostatecné daleko od sebe (oddé€lend tfemi az Ctyfmi
rameny), ne vSak pokud jsou ramena blizko sebe (jsou mezi nimi jen dvé dalsi
ramena).Existuji ale 1 prace, které dokladaji pravy opak (Saxe et al., 2007). Zde mély mysSi s
poskozenou neurogenezi v RAM vysledky srovnatelné s vysledky kontrolnich mysi, kdyz
mély rozlisit dvé ramena tésné vedle sebe. Pokud vSak byla prvni, informacni faze odd€lena
od faze zkuSebni pauzou delsi nez 30 sekund, byl vykon mysi bez neurogeneze dokonce lepsi.
Tyto nesrovnalosti by mohly byt zptisobeny opét odlisSnymi zplisoby blokovani neurogeneze,

které zajiStuji jeji pouze castecny uUbytek. Ve vySe zminé€né praci Farioli-Vecchioliho se
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zrychlenou diferenciaci progenitorovych bunék neuront, kde by mél byt tento problém
minimalizovan, byly u takto manipulovanych mysi vysledky v RAM zietelné horSi nez u

kontrol (Farioli-Vecchioli et al., 2008).

6.3. Kontextualni strachové rozliSovani

Kontextudlni strachové rozliSovani (angl. contextual fear discrimination, CFD) je
zaloZeno na kontextudlnim strachovém podminovani (CFC), kde jako podminény stimulus
(angl. conditioned stimulus, CS) funguje samotné prostiedi (kontext), je dalSim uzitecnym
nastrojem vyzkumu chovani a prostorové orientace. Podstatou CFD je sparovani kontextu s
nepodminénym stimulem (angl. unconditioned stimulus, UC) vyvolavajicim strach, typicky se
pouziva naptiklad elektrickd ranka. Reakce na samotny CS — podminéna odpoveéd (angl.
conditioned response, CR) se posléze méfi. U CR se sleduje predevSim velikost tzv.

freezingu, tedy ztuhnuti vyvolané strachem (Frankland et al., 1998).

6.3.1. CFD a neurogeneze

Poté, co byl navrZzena myslenka, ze se hipokampalni neurogeneze podili na procesu
separace vzorcu (Clelland et al., 2009), byl tento jev zkouman i pomoci CFD (Tronel et al.,
2012). V Tronelové studii byla zablokovana neurogeneze pomoci genové manipulace, kdy
byly progenitorové builkky specificky ni¢eny nadmérnou expresi vyse zminéného
proapoptotického proteinu Bax. Specifické lokalizace do prekurzorii neuronovych bunék bylo
dosazeno ptes transkripni faktor rtTA. Ten je pod kontrolou promotoru aktivované¢ho
tetracyklinovym analogem, doxycyklinem (Dox), coz zajist'uje indukovatelnost, a nestinovym
intronem II enhancerem/promotorem, ktery zajiStuje specifitu, nebot’ je exprimovan pouze v
neuronalnich prekurzorech (Dupret et al., 2008). Mysi s takto zablokovanou neurogenezi byly
testovany na CFD. Ackoli zpocatku jevily stejnou schopnost rozliSovat dva kontexty s
nekterymi spole€nymi znaky, po intenzivnim nékolikadennim tréninku se ukazalo, Ze nejsou
schopné se ve svém vykonu zlepsit stejnou mérou jako mysi kontrolni, které meli neurogenezi
neporusenou, pficemz rozdil od kontrolnich mysi se zvétSoval s pfibyvajicimi dny tréninku.
Tyto vysledky naznacuji, ze neurogeneze neni nutna pro samotné rozliSovani kontexti, ale ze
vyrazné€ ovliviiuje moznosti jeho zptesiiovani. Podobné vysledky byly zaznamenany i v dalsi
studii (Sahay et al., 2011), ve které byl proveden i pokus opacny, tedy zvySeni neurogeneze,
ktera vedla ke zvySeni schopnosti rozliSovat pti CFD tloze, pfi¢emz nedoslo ke smazani

pamétovych stop diive nabytych.
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Dalsi moznou funkci hipokampélni neurogeneze je kromé rozliSovani kontextd pfi
CFD 1 role v samotném CFC (Denny et al., 2012). V této studii bylo pozorovano zhorSeni v
CFC ftloze s nastupem 4-6 tydni po ozéafeni za ucelem likvidace prekurzorti nervovych
bunék. Z toho lze usuzovat, ze nové neurony nabyvaji specifickych vlastnosti dilezitych pro
CFC pravé po uplynuti této doby. Zaroven neni jasné, zda se neurogeneze podili i na
vymazani strachovych pamétovych stop, nebot’ existuje jak evidence pro (Feng et al., 2001) 1

proti (Ko et al., 2009).

6.4. Aktivni vyhybani se mistu

Uloha APA se pouziva piedev§im k vyzkumu vnimani prostoru v riznych ramcich,
alotetické a idiotetické orientace a jejich vzajemném ovliviiovani. Jednd se o kruhovou
rotujici arénu bez vnitinich orienta¢nich bodl o priméru kolem 80-100 cm, ve které je jisté
casti vymezeny zakdzany tusek. V tomto useku dostane zvite, pokud do né&j vstoupi, slabou
elektrickou ranku. Oblast miize byt vymezena ve dvou ramcich: v ramci arénky nebo v radmci
mistnosti, ve které je arénka umisténd. Zvife tedy, aby se vyhnulo elektrické rance, musi
vyuzivat idioteticky nebo aloteticky ziskané informace a aktivn€é se pohybovat. Do arénky
jsou pravidelné vhazovany potravinové peletky, které zvife sbird (je pfedem vyhladovélgé),
¢imz je zajistén jeho neustaly pohyb (Bures et al., 1998). V pokusu mohou byt piitomny i oba
typy zakadzanych oblasti najednou (rotujici zaroven s arénou i statickd vic¢i mistnosti), pak
nesahaji obé zoény az do stiedu arény, aby bylo pokusnému objektu mozno uniknout bez
»potrestani“ (Fenton et al., 1998). APA patii mezi tlohy zavislé na hipokampu (Wesierska et

al., 2005).

6.4.1. APA a neurogeneze

Pti zkoumani funkci neurogeneze a jejiho vlivu na prostorovou orientaci v APA tloze
byly testovany mysi, kterym byla zablokovéna neurogeneze pomoci fokalniho ozareni a
genové manipulace (Burghardt et al., 2012). V této préaci byla zkoumana ptedevs§im vztah
neurogeneze k tzv. kognitivni flexibilit¢ — schopnosti operativné ménit vyuzivani diive
nabytych asociaci po zmén¢ podminek. Tato schopnost byla u mysi s poskozenou neurogenezi
viditeln€ naruSena — po Gvodnim tréninku s jedinou vi€i mistnosti stabilni zakdzanou zo6nou,
ve kterém se tyto mysi i kontroly neliSily ve schopnosti uceni, byla poloha zakdzané oblasti

presunuta o 180°. V dalSim testovani (conflict trial) pak projevily ozafené a transgenni mysi
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snizenou kognitivni flexibilitu, nebot’ se na rozdil od mysi kontrolnich vyhybaly stile obéma
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Obr. 3. Barevné zndzornéni rozlozeni celkového Casu straveného v arénce; v modie zbarvenych ¢astech stravila
pokusnd zvifata nejméné Casu, v Cervenych nejvice. Horni fadek vzdy znazornuje vzdy kontrolni mysi, dolni
fadek mysi ozatené. (A) Uvodni trénink. (B) Testovaci fize se zakdzanou zénou posunutou o 180° (conflict

trial). (Podle Burghardt et al., 2012)

6.5. Rozeznavani novych objekti

Kromé uloh pfimo zamétenych na prostorovou navigaci se zkouma i problém vztahu
neurogeneze na rozeznavani — piedevSim rozliSovani novych a jiz dfive prezentovanych
podnéth, nebot’ tato schopnost Gizce souvisi se schopnosti orientovat se v prostoru a tvofit si
kognitivni mapu. Uloha rozeznavani novych piedmétil (angl. novel object recognition, NOR)
je zaloZzena na piirozené se vyskytujicim typu chovani — prozkoumavéani nezndmych

predmét. Jedno sezeni sestava ze dvou fazi. V prvni fazi je zvifeti v pokusném boxu
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prezentovdna dvojice identickych pfedmét, které zvife prozkoumd. Po kratké casové
prodlevé nésleduje nahrazeni obou objektl, pficemz jeden je kopii objektl plivodné
prezentovanych a druhy se lisi. Nové predméty jsou umistény stejné jako predméty v
pfedchozi fazi. Sleduje se, kolik ¢asu zvife stravilo prozkoumdvanim nového a starého
objektu (Ennaceur & Delacour, 1988).

Z testovani ucinku poSkozeni neurogeneze na vykon v NOR uloze vyplyvaji opét
nejednoznacné vysledky. Ve studii Goodmana byly testovany mysi s MAM poskozenou
neurogenezi, rozezndvani nového pfedmétu bylo provadéno jeden den po prezentaci
puvodnich predméti. Novy predmét byl témito mySmi prozkoumavan ve stejné zvysené miie
jako tomu bylo u mysi kontrolnich (Goodman et al., 2010). V jiné praci mély dokonce mysSi se
snizenou neurogenezi (ozafenim i genetickou ablaci) o novy objekt zdjem vétsi nez mysi
kontrolni (Denny et al., 2012). Existuje ovSem i evidence ukazujici odlisné vysledky. Ve vyse
zminéné Jessbergeroveé studii s blokovanim WNT signalizace se neliSily vysledky potkant s
mirné ani s vyrazn¢ poskozenou neurogenezi od kontrol, pokud byl novy objekt prezentovan
po jedné minuté od prvni prezentace. Pokud vSak byl interval mezi obéma fazemi delsi (3
hodiny a 4 tydny), byly vykony mysi s vyraznym poskozenim neurogeneze signifikantné horsi

(Jessberger et al., 2009).

6.6. Prostorové rozpoznavani

Mimo NOR ulohu se k testovani rozliSovani a zpracovani novych podnétl vyuziva i
uloha rozpoznéavani prostoru (angl. spatial recognition). Tato uloha se provadi v tzv. T-
bludisti (angl. T-maze). Jde o bludisté se tiemi rameny ve tvaru pismene T, ze kterého je vidét
do okoli. Na konci jednoho ramene je startovni box odd€leny od zbytku bludisté¢ vysuvnou
pfepazkou. Pokusné zvife se umisti do startovniho boxu, odkud je po jeho prozkouméni
vpusténo do jednoho z postrannich ramen T-bludisté. V dalsi fazi se pribeh opakuje, ale
oteviena jsou ob¢ ramena. M¢fi se doba prozkoumévani obou ramen. Tato tloha je zavisla na
hipokampu (Cavoy & Delacour, 1993).

Pfi testovani ozafenych potkani s poskozenou neurogenezi v této tuloze byly
pozorovany jejich zhorSené vysledky — potkani nedokézali rozliSit nové oteviené rameno.
Tuto poruchu ovsem vykazovali pouze relativné kratce, v testu po 42 dnech od ozéfeni jiz

jejich vysledky odpovidaly vysledkiim kontrolnich zvitat (Madsen et al., 2003).
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7. Zavér

Neurogeneze ve zralém hipokampu je v souc¢asné dob¢ intenzivné studovanym jevem.
V této praci jsou shrnuty dosavadni poznatky o neurogenezi v souvislosti s jejim vlivem na
prostorovou pamét’ a orientaci. Funkce novych neuronti neni zdaleka viibec jasna a evidence
ziskana z pokust v prostorovych tlohach si Casto protifeci. Zda se vSak, Ze se neurogeneze
podili na separaci vzorci — tvorbé jasné¢ oddélenych pamétovych reprezentaci z velmi
podobnych stimulii a prevence jejich interference. Kromé toho by mohly byt nové nervové
bunky dulezité pro dlouhodobou rela¢ni pamét’ a kognitivni flexibilitu — schopnost vyuZzivat
diivéjsi vzpominky podle aktudlnich zménénych podminek. Hlavnim tuskalim vyzkumu
problematiky ulohy novych neuronti v hipokampu je raznorodost pouzivanych pokusnych
zvitat 1 pracovnich protokoll v ulohach na prostorovou orientaci a ptedevsim odlisné zplisoby

ablace, které neurogenezi blokuji ipIn€ nebo ¢astecné a s rozdilnou ucinnosti.
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