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Abstrakt

Cilem této diplomové prace je zjistit optimalni davku cytostastika temozolomidu
(TMZ) u potkani kmene Long-Evans, kterd u¢inn¢ redukuje neurogenezi v dospélém
mozku a ma minimdlni vedlejsi u€inky. Temozolomid se nové pouziva na sniZzeni hladiny
neurogeneze a jako kazdé cytostatikum mé negativni G¢inky na vSechny délici se builky
v organismu, proto muze mit vliv na zdravotni stav zvifete. Na rozdil od mysi u potkant
prozatim nebyla zjiStovana minimalni davka, ktera ¢inné zastavi tvorbu novych neuronti
a zarovenl nema vliv na zdravotni stav zvifete. Potkani byli rozd€leni do ¢tyt skupin, jedna
kontrolni a tfi experimentalni s riznou davkou cytostatika (10, 25 a 40 mg/kg TMZ). Pro
zjisténi hladiny neurogeneze bylo pouZito znaceni délicich se buné€k pomoci
bromodeoxyuridinu (BrdU). Béhem experimentu byly opakované stanovovany poéty
krevnich elementt, testovany senzomotorick¢ funkce a probihal vahovy monitoring.
Vysledkem je, ze davka 10 mg/kg TMZ je dostacujici pro redukci neurogeneze o 64 %
oproti kontrolni skupin€ a neni signifikantn¢ odlisna od vyssich davek. U této skupiny také
jako jediné nedochdzi k trvalému vahovému ubytku, 1 kdyz tato davka ma srovnatelny
efekt na myelosupresi jako vyssi davky. U zadné z davek, ale nebyl pozorovany vliv na

senzomotorické dovednosti.

Kli¢ova slova: hipokampus, neurogeneze, temozolomid, separace vzorcil,



Abstract

The goal of this study is to find an optimal dose of cytostatic Temozolomide (TMZ)
for Long-Evans strain of rats. This dose should reduce neurogeneis while having a minimal
pernicious health side-effects. Temozolomide is newly used to suppress neurogenesis but
similarly to any other cytostatic has an effect on all dividing cells in an organism. This can
affect health of an animal. Contrary to the mice, there was no systematic attempt to
establish optimal dose. In our experiment rats were divided into four groups — one control
group and three treatment groups which received different doses of temozolomide (10, 25,
40 mg/kg of TMZ). To detect level of neurogenesis cells were labeled by
bromodeoxyuridine. During the experiment blood element counts were assessed,
sensorimotoric tests were conducted, and weight increment was monitored. The results
indicate that dose of 10mg/kg is adequate as it reduces neurogenesis by 64% compared to
the control group and does not significantly differ from higher doses. In this group weight
increment is comparable with the control group, while in the higher doses of TMZ weight
increment is significantly lower. Effect of myelosupression is same for all treatment

groups.
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Seznam zkratek
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BLBP
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analyza rozptylu
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hematoencefalicka bariéra
metylazoxymetanolacetat
methyl-triazenyl imidazol carboxamid
Morrisovo vodni bludisté

neurondlné specificky nuklearni protein
neuralni kmenové buriky (neural stem cells)
poly-sialylated neural cell adhesion molecule
radialni astrocyt

subgranularni zéna

subventrikularni zona

temozolomid

tetrodoxin

vaskularni endotelialni ristovy faktor



Uvod

Ptinosem této diplomové prace je zjisténi optimalni davky cytostatika TMZ, ktera
ucinn¢ redukuje neurogenezi v dospélém mozku u laboratorniho potkana. Prestoze,
fenomén neurogeneze v dospélém mozku je v poslednich letech intenzivné zkouman, jeji
funkce nejsou plné€ objasnény. Jedna z hlavnich neurogennich oblasti dosp&lého mozku lezi
Vv subgranularni zoéné (SGZ) gyrus dentatus (GD) hipokampu. Nové neurony, které zde
vznikaji, se postupné integruji a funkéné zapojuji do stavajici hipokampalni sité. Jejich
konkrétni funkce neni zndma, ale byl prokdzan vliv na urcité hipokampalni funkce jako

naptiklad separaci vzorci a prevence interference mezi pamét’ovymi stopami.

Hlavnim zplisobem zkoumani je redukce neurogeneze a pozorovani efektu
Vv behavioralnich ulohach. Tyto metody redukce neurogeneze maji riznou miru vedlejSich
ucinkidl pro organizmus, které se 1i8i také druh od druhu. Srovnatelny fyziologicky stav
zvitat S kontrolnimi zvifaty je nezbytny ptedpoklad pro kazdou kvalitni védeckou studii,
protoze je potieba limitovat vSechny rozdily mezi skupinami kromé proménné, kterou
studujeme. V tomto ptipad¢ by studium efektu neurogeneze mohl velmi lehko zkreslit vliv
fyziologického stavu zvifata na performance v behavioralnich tlohéch. Je proto nesmirné
dalezit¢ minimalizovat tyto vedlejsi efekty metod, které se pouzivaji, aby nedochazelo

k mylné interpretaci vysledkd.

Nejcasteji se na redukci neurogeneze pouzivaji systémové metody, které mohou mit
negativni U¢inek na cely organizmus. ProtoZze odpovéd’ na kazdou latku se lisi druh od
druhu, nové metody, které se zaCinaji pouZivat na redukci neurogeneze musi byt
ptizptsobené pro kazdy druh. Temozolomid je jednou z novych latek kterd se pouziva na
redukci neurogeneze. Pivodem je to cytostatikum, které se pouziva K 1é¢bé mozkovych
nadord. Tak jako u pacientll i u zvifat, kterym je tato latka podavana, plisobi i mimo
centralni nervovy systém (CNS). Tato metoda je jiz ovéfena u mysi, kde byly
monitorovany i fyziologické parametry mimo CNS. U potkant se TMZ také zacalo
pouzivat, ale prozatim vhodnost zvolenych davek vzhledem k fyziologickym parametrim

nebyla hodnocena.



Literarni prehled

Historie objevu neurogeneze

Prvni zminky o bunécéné proliferaci v centrdlnim nervovém systému dospélého
laboratorniho potkana se zacaly objevovat az po roce 1960, do této doby bylo vScobecné
piijimdn nazor, ze v dospélém mozku nevznikaji nové neurony. Toto dogma bylo
vyvraceno vroce 1965 badatelem Josephem Altmanem, ktery v tomto roce publikoval
prvni praci potvrzujici vznik novych neurond v gyrus dentatus (GD) hipokampu dospé€lého
potkana (Altman a Das 1965). O c¢tyfi roky pozdéji byla objevena neurogeneze
v subventrikularni zén¢ (SVZ), ktera lezi v lateralnich ¢astech komor piedniho mozku
(Altman 1969). Ze SVZ sméfuji nové neurony tzv. rostralnim migra¢nim proudem do
bulbus olfactorius, kde se pravdépodobné uplatiuji v ¢ichové diskriminaci (Gheusi et al.
2000) a paméti (Rochefort et al. 2002). V roce 1998 bylo prokazano, ze i lidsky
hipokampus generuje nové neurony béhem celého zivota (Eriksson et al. 1998). Tvorba
novych neuronii v dospélosti je konzervovana v evolu¢nim vyvoji a objevuje se u vétSiny
zivoc¢isnych druhti od korysu (Beltz a Sandeman 2003) a hmyzu (Cayre et al. 2007) po
obratlovce zahrnujici ryby (Kizil et al. 2012), plazy (Font et al. 2001), ptaky (Goldman a
Nottebohm 1983) i rtzné druhy savci. U savci byla neurogeneze experimentalné
potvrzena u kralika (Fasolo et al. 2002), morcete (Guidi et al. 2005), mysi (Lois a Alvarez-
Buylla 1994), potkana (Altman a Das 1965), kocky (Das a Altman 1971), psa (Blakemore
a Jolly 1972), ovce (Hawken et al. 2009), opice (Gould et al. 1999)
a Clovéka (Eriksson et al. 1998). Recentni studie naznacéuji, objev neurogeneze v lidském
corpus striatum, kde vznikaji nové interneurony (Ernst et al. 2014). Tato prace se bude

vyhradné zabyvat neurogenezi v GD hipokampu.



Hipokampalni neurogeneze

Hipokampus je jednim, ze dvou mist, kde v dospélosti probihd neurogeneze
konkrétnéji v subgranularni zoné¢ GD. Do granuldrni vrstvy GD se inkorporuji a funkéné

Zapojuji nové neurony.
Hipokampus - anatomie a funk¢ni zapojeni

Hipokampus je parova tiivrstva kortikalni struktura, ktera se nachazi ve spankovém
laloku koncového mozku. Spolu s dal§imi kortikdlnimi a subkortikalnimi oblastmi je
soucasti limbického systému. Hipokampus v $irSim slova smyslu neboli hipokampalni
formace se sklada z nékolika oddila: GD, hippocampus proper (oblasti Cornu Ammonis 1-
4 (CA 1-4)), entorhinalni kiry a subikula (Knowles 1992) .

Hipokampus je struktura s vyraznou laminaci. GD je rozd€len do tii vrstev. Oblasti
CA 1-4 se skladaji ze sedmi vrstev a jejich popis neni z hlediska zaméteni této prace
nutny. Subikulum je rozdéleno do dvou vrstev pyramidalni, ktera obsahuje téla
pyramidalnich neuronti a molekularni, kterou tvoii dendrity téchto neuroni (Amaral a

Witter 1989; Knowles 1992).

Zakladni excitacni drahou hipokampu je tzv. trisynaptickd smycka, kterd zacina vstupy
Z entorhinalni kury perforujici drahou do granularnich neurontt GD. Z GD vedou mechova
vldkna do pyramidovych bunék CA3. Z oblasti CA3 vedou Schafferovy kolateraly do
pyramidovych bunék oblasti CAl. Z pyramidalni oblasti neurony CA1 projikuji axony do
subikula a zpét do entorhinalni ktiry (Amaral a Witter 1989). Ve skutecnosti je propojeni
napf. entorhinalni kira je spojena piimo s oblastmi CA2 a CA3 a z oblasti CA3 projikuji
vldkna zpét do GD (Scharfman 2007). Dale je hipokampus propojen s kortikalnimi a
subkortikalnimi oblastmi napf. thalamem, hypotalamem, septalnim jadrem a amygdalou.
VétsSina neokortikalnich vstupu pfichdzi z perirhindlni a parahipokampalni kiiry pfes
entorhinalni kiru do hipokampu a vétSina vystupt smétuje pres subikulum do entorhinélni

kiry a dale do asocia¢nich oblasti v mozkové ke (Bird a Burgess 2008).



Gyrus dentatus

GD je rozdélen do tfi vrstev: hilus neboli polymorfni vrstva, granularni a molekularni
(Amaral & Witter 1989). Na rozhrani vrstvy polymorfni a granularni se nachazi vrstva
subgranularni, kde probiha neurogeneze. V rostralnim koronarnim fezu se GD jevi jako
lezici pismeno V, mezi nimi lezi oblast CA3, nad ni lezi suprapyramidalni a pod ni
infrapyramidalni oblast GD (Cutsuridis et al. 2010). Z funk¢niho hlediska je zajimavéjsi
rozdéleni celého hipokampu, kdy dorsalni (septdlni) hipokampus hraje primarni roli
vuceni a paméti (Moser et al. 1993) a ventralni (temporalni), ktery se ucastni regulace

emocionality (Trivedi a Coover 2004; Czemiawski et al. 2009).
Subgranularni zona

SGZ je jednim z mist, kde v dospélosti probiha neurogeneze. SGZ je obvykle
definovana jako zona o Sifce dvou bun¢k mezi granularni a polymorfni vrstvou GD (Fuchs
et al. 2006). V dospélosti zde probiha vznik novych nervovych bunék. Vice nez 250 000
novych granuldrnich bun¢k vznikne kazdy mésic, to je asi 6% z celkového poctu bun€k

v GD (Cameron a Mckay 2001).

SGZ poskytuje unikatni neurogenni mikroprostiedi téz znamé jako neurogenni nika,
které pretrvava po cely Zivot. Neurogenni nika obsahuje nékolik typi bun€k prevazné
neuralnich kmenovych bunék (NSCs) vruznych stadiich vyvoje, méné je mikroglii
a astrocytt, které jsou v tésném spojeni s krevnimi kapilarami a NSCs (Doetsch 2003;
Riquelme et al. 2008). Spojeni neurogenni niky s krevnimi cévami je nezbytné pro spravny
vyvoj a regulaci NSCs a kolem cév se tvoii klastry délicich se bun¢k (Palmer et al. 2000;
Palmer 2002). Indukce proliferace novych neuronti pomoci elektrickych pulsa je
nasledovana zvySenim poctu endotelovych bunék (Hellsten et al. 2004). Endotelidlni
bunky uvolfiuji neurogenni faktory a podporuji neuronalni vyvoj a diferenciaci (Shen et al.
2004), tato hypotéza je podpoiena objevem, ze vaskularni endotelialni rtustovy faktor
(VEGH) ma silny efekt na neurogenezi v in vitro i in vivo podminkach (Jin et al. 2002)
(Cao et al. 2004). Inhibice VEGF blokuje pozitivni efekt fyzické aktivity na neurogenezi
(Fabel et al. 2003). V neurogenni nice se také objevuje malé mnozstvi mikroglii. Mikroglie
mohou na probihajici neurogenezi pusobit pozitivne i negativné. Akutni aktivace mikroglii
za patofyziologickych i fyziologickych podminek narusuje proces neurogeneze (Monje et
al. 2003). Mikroglie také inhibuji neuronalni diferenciaci v podminkach in-vitro, ale

mechanismus tohoto G¢inku neni znam (Cacci et al. 2005). Na druhé strané mohou
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mikroglie také secernovat faktory pro podporu pieziti neuront (Bessis et al. 2007).
Neurogenni nika umoznuje regulaci proliferace a diferenciace NSCs. Progenitorové bunky
se pomalu diferencuji a zraji v nové neurony a postupnou radialni migraci se presouvaji do

granularni vrstvy (Stanfield & Trice 1988; Markakis & Gage 1999).

0d zdrodecné buriky k neuronu

V SGZ zNSCs vznikaji dva typy buné€k astrocytické povahy. Tyto bunky byly
identifikovany pomoci exprese glialniho fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP). V SGZ
jsou dva typy, které mizeme rozdélit podle jejich orientace na radidlni astrocyty (rA),
neboli radidlnim gliim podobné progenitorové buniky a horizontalni astrocyty (hA),
z kterych vznikaji nové astrocyty. Nové neurony vznikaji z rA, u hA neni dokazano, ze
bych z nich vznikaly nové neurony. Oba typy prekurzor se od sebe daji odlisit pomoci
riznych molekularnich markerti. Pro rA je typicky nestin, pro hA je to S1008 (Seri et al.
2004; Steiner et al. 2004).

Typ 1- radialnim gliim podobné progenitorové burnky

Tyto buniky vykazuji charakteristickou morfologii podobnou radidlnim gliim a maji
podobné vlastnosti jako astrocyty, svétlou cytoplazmu, malo ribozomt a vybézky, které se
vmezefuji mezi sousedni bunky (Seri et al. 2001; Filippov et al. 2003). Tyto bunky maji
nizkou proliferacni aktivitu a jejich pocet se béhem Zivota vyznamné nezvysuje (Filippov
et al. 2003), ale jejich proliferace mtze byt zvysena v disledku hypoxie (Kunze et al.
2006) nebo zachvati vyvolanych kainatem (Hiittmann et al., 2003). Radialnim gliim
podobné progenitoroveé buiiky maji trojuhelnikovity tvar a vétsi télo nez granularni bunky.
Jejich podoba sradialni glii spociva v dlouhém apikalnim vyb&zku, ktery saha az do
granularni vrstvy, kde se fidce rozvétvuje (Fukuda et al. 2003). Jednou z dalsich funkci
téchto bun¢k b&hem vyvoje hipokampu je tvorba leSeni pro ostatni buniky a prostorové
formovani GD (Tielsch et al. 2002). Mezi hlavni molekularni markery tohoto stadia patii
Nestin, GFAP. Typ 1 je také negativni pro sp100, ktery je typickym markerem pro zralé
astrocyty (Seri et al. 2001; Kronenberg et al. 2003; Steiner et al. 2004). Mezi dalsi markery
patii lipidy vazajici mozkovy protein (BLBP) a transkripéni faktor Sox2 (Steiner et al.
2006).
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Typ 2 - prechodné amplifikujici progenitorové buiiky

Buiiky typu 2 vznikaji délenim bunék typu 1. Jsou vysoce proliferatné¢ aktivni
a vytvareji bunéénou zasobu pro vyvoj novych neuront, je jich nejvétsi podil ze vSech typt
progenitorovych bunék v SGZ (Steiner et al. 2006). Tyto buriky se vyznacuji malym télem,
nepravidelnym tvarem jadra a kratkymi horizontdln€ orientovanymi vybézky; nemaji
dlouhy apikalni vybézek (Fukuda et al. 2003; Filippov et al. 2003). Bunééné déleni v SGZ
se objevuje Vv klastrech, které obklopuji krevni cévy. V priab&hu nékolika dni po
pocateCnim déleni jsou nové generované bunky rozprostfeny podél SGZ (Kuhn et al.,
1996). V pozdéjsim stadiu maturace tohoto typu bun€k, kdyz se objevuji prvni znamky
neuronalni diferenciace a bunky postupné migruji granularni vrstvou, stale zistavaji
v kontaktu s radialnim leSenim bunkami typu 1 (Song et al., 2002). V tomto obdobi také
bunky dostavaji prvni synaptické vstupy zprostfedkované neurotransmiterem GABA
(Wang et al., 2005), jehoz pusobeni diky odlisnému membranovému potencidlu vede
Kk excitacni depolarizaci na misto inhibi¢ni, ktera je typicka pro zralé neurony (Ben-Ari
2002). Typ 2 mizZeme také na zakladé molekularnich markeri rozdé€lit na podtypy 2a a 2b.
Oba podtypy jsou nestin pozitivni, ale jeden je negativni a druhy pozitivni pro marker
nezralych neuront doublecortin (DCX) (Kempermann et al., 2004).

Typ 3 - migrujici neuroblasty

Jadra téchto bun€k jsou ovalna a u nékterych se objevuji prvni apikélni dendrity
(Pliimpe et al. 2006). Tato faze je spojena s velkymi morfologickymi zménami a rychleji
také postupuje radialni migrace do granularni vrstvy. Vzdalenost této migrace je
limitovana (50-100 pum) a vétSina bunck zdstava v tésné blizkosti SGZ, maximalni
vzdalenost migrace je do prvni tfetiny granularni vrstvy, pouze maly pocet bunék migruje
do vétsi vzdalenosti. BEhem této faze jsou buiikky umistény na svoje definitivni misto a
jejich distribuce se uz podstatné neméni (Kempermann 2003). Bunky typu 3 maji nizkou
proliferac¢ni aktivitu, ale ta se mize zvySovat podobné¢ jako u bunck typu 1 v dasledku
patologickych stavii napf. zachvatti (Jessberger et al., 2005). Toto stadium zahrnuje
piechod z prolifera¢niho stadia do post-mitotického stadia nezralého neuronu. Hlavni
neuronalni markery pro toto stadium jsou DCX a poly-sialylated neural cell adhesion
molecule (PSA-NCAM) (Seri et al., 2004).
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Nezraly granularni neuron

Bunky typu 3 vystupuji z bunééného cyklu a nastavd faze jejich postmitotické
diferenciace v granularni neuron. V této fazi dochazi k expresi DCX a calretininu,
k dal§imu rstu axonu a dendritd a k funkéni maturaci; je vybudovana nejvetsi Cast
dendritického stromu (Brandt et al. 2003; Pliimpe et al. 2006). Béhem této faze se také
objevuji prvni dendritické trny (Zhao et al. 2006).

Po tfech tydnech dochazi k prepnuti zexprese calretininu na calbindin, ktery je
markerem pro zralé neurony (Brandt et al. 2003), a dendrity i axony dosahuji svého
kone¢ného cile — dendrity do molekularni vrstvy GD a axony do oblasti CA3 hipokampu
(Hastings a Gould 1999).

V prvnich dvou az tfech tydnech postmitotického vyvoje neurony piijimaji pouze
vstupy kyseliny gama aminomaselné (GABA), které jsou excitacni, pot¢ se zméni na
vstupy inhibi¢ni a excitaéni vstupy zajistuje glutamat (Glu). GABAergni vstupy fidi
neuronalni maturaci a integraci novych neuront (Ge et al. 2006). Obdobi prvni detekce
glutamatergnich vstupti se shoduje s obdobim zvySené synaptické plasticity a zvySenim
prahem pro indukci dlouhodobé potenciace (LTP), toto obdobi nastava kolem tietiho tydne
po jejich vzniku (Schmidt-Hieber et al. 2004). Nové neurony se stavaji zralymi po 7-8

tydnech od jejich narozeni (van Praag et al. 2002).

Nazorny piehled molekuldrnich markera pro vyvojova stadia nového neuronu je zndzornén

na Obr. 1.
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Model jednotlivych stadii progenitorovych bunek v SGZ

Postmitoticka maturace
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Obr. 1: Vyvojova stadia nového neuronu v SGZ. Upraveno podle (Attardo et al. 2010).

Nestin protein intermediarniho filamenta

Sox2 transkripéni faktor zarodecnych bunék

BLBP mozkovy lipidy-vazajici protein (brain lipid-binding protein)
Tis21 transkripéni faktor neurondlniho déleni

DCX protein neuronalni migrace

NeuroD1 transkrip¢ni faktor neurogenni diferenciace

NeuN neurondlni specificky nuklearni protein

Calretinin vapnik vazajici protein

Calbindin vapnik véazajici protein

Nové neurony, které nejsou béhem tietiho a Etvrtého tydne zapojeny do funkéniho
okruhu podléhaji apoptoze (Biebl et al. 2000; Kuhn et al. 2005). Inhibice kaspazové
aktivity v GD je spojena s vétsim poctem novych neuronti (Ekdahl et al. 2001; Gemma et
al. 2007). Studie s podobnym vysledkem ukazala, ze mysi se zvySenou expresi proti-
apoptického genu Bcl2 mély dramaticky zvysen pocet novych neuronti (Kuhn et al. 2005).
Absolutni pocet novych neuronti vyrazné koreluje s vékem a se starnutim organismu
dochazi k poklesu neurogeneze (Kuhn et al. 1996). Ubytek novych neuronti je nejvyssi
V prvnim a druhém tydnu po ukonceni posledniho bunééného déleni tzn. v postmitotické

fazi nezralého neuronu, poté uz je ubytek minimalni (Seki 2002).

PreZzivani novych neuronii mize byt zvySeno nckolika riznymi faktory napf.

vystavenim obohacenému prostiedi, fyzickou aktivitou a riznymi formami hipokampélné
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zavislého uceni (Kempermann et al. 1997; van Praag et al. 1999; Gould, Tanapat, et al.
1999). Nové granularni neurony jsou plné integrovany do stavajici hipokampalni
neuronalni sit¢ (van Praag et al. 2002). Jejich integrace a kumulativni charakter
neurogeneze (Imayoshi et al. 2008) maji dopad na teorie o funkénim vyznamu

neurogeneze v GD hipokampu.
Funkéni vyznam hipokampu

Hipokampus je nékdy nazyvan branou do védomi, pfes kterou museji vzpominky
projit, aby byly uloZeny. Siroce piijimanou teorii je, Z¢ hipokampus hraje zasadni roli pro
prostorovou, kontextualni a deklarativni pamét’ (Eichenbaum 2004; O’Keefe a Nadel 1978;
Squire 2004).

Prvni prace o funkci hipokampu se objevily v souvislosti s pacientem Henry
Molaisonem, ktery trpél tézkou epilepsii a po lokalizaci epileptickych lozisek ve stiedni
casti temporalniho laloku podstoupil jejich chirurgickou resekci. Po této operaci trpél
zavaznou anterogradni amnézii a leh¢i retrogradni amnézii, ale jeho pracovni
a proceduralni pamét zistala neporusena (Scoville a Milner 1957). Bylo zkoumano
1 nékolik dalSich pacientd, u kterych poSkozeni hipokampu zplsobila encefalitida
(Eichenbaum a Cohen 2004) nebo ischemie (Zola-Morgan et al. 1986), vSechny tyto studie
a mnoho dalsich pfispély K objasnéni hipokampalnich funkci. Tyto studie vedly k zavérim,
7ze hipokampus je struktura nezbytnd pro deklarativni pamét a je zodpovédny za
konsolidaci pamétovych stop. O 20 let pozdéji vySla ptrelomovd kniha s nazvem
Hippocampus as a cognitive map (O’keefe a Nadel 1978), ktera postulovala klicovou roli

hipokampu v navigaci a poznavani prostoru.

Deklarativni pamét’ uchovava vzpominky a faktické znalosti. Miizeme ji rozdélit do
dvou podtypti na sémantickou a epizodickou. Sémanticka pamét’ obsahuje obecna fakta,
bez vztahu k mistu a ¢asu (napf. znalost matematickych vzorct, znalost hlavnich mést).
Epizodickd pamét’ uchovava informace o udalostech, zahrnujici rozmér casovy, prostorovy
a emocni (Kdy? Kde? Co?), jejim podtypem je pamét autobiograficka, ktera obsahuje

vzpominky na vlastni Zivot.

Pro dosazeni pamétové konsolidace hipokampus poskytuje prostedek k propojeni
informaci do kontextu a jejich umisténi do asociacnich oblasti mozkové kiiry. Informace

zpracované hipokampem se ukladaji v kiife a stavaji se nezavislymi na hipokampu. Tento
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proces tzv. systémové konsolidace trva n€kolik dni az tydnd a béhem této doby mohou byt
vzpominky modifikovany. Hipokampus se také ucastni vyvolavani ulozenych informaci,
které mohou byt timto procesem také naruSeny nebo zménény (Dudai 2004). Proces

systémové konsolidace probihé patrné€ pouze u nékterych typt pamétovych stop.

Hipokampus miize také propojovat podobné souvislosti napifi¢ mnoha informacemi,
a tim napomahat vzniku naslednym asociacim (Wirth et al. 2003). Dalsi z funkci
hipokampu je uceni na zéklad¢ jedné zkusenosti, které je dilezit¢ z hlediska neustale se

meniciho prostiedi, kde se spoustu udalosti objevi pouze jednou (Nakazawa 2003).

Recentni studie také naznacuji jeho vyznam v tzv. kognitivni koordinaci. Jako
kognitivni koordinaci oznacujeme ,,management mnohocetnych proudli informaci
ptichazejicich do hipokampu (Wesierska 2005). Tato funkce kromé ucasti prefrontalnich
exekutivnich oblasti (Phillips & Silverstein 2003) kriticky zavisi na hipokampu, protoze je
vyznamné naruSena inaktivaci byt jen jednoho hipokampu (unilateraln¢) mikroinjekci
tetrodotoxinu (TTX), blokatoru sodikovych kanali zodpovédnych za Sifeni vzruch

(Cimadevilla et al. 2001).

V dne$ni dob& je prostorova pamét hlodavcii za model lidské deklarativni paméti
(Manns a Eichenbaum 2006). Principialni neurony v hipokampu a pfilehlych oblastech
vykazuji rizné typy prostorové-specifické aktivity. Pyramidové neurony v hipokampu se
chovaji jako buiiky mista (angl. place cells), tj. vyznamné zvySuji vzruchovou aktivitu,
pokud se subjekt nachazi v definované a omezené ¢asti prostoru, oznacovaného anglickym
terminem aktivni pole (angl. firing field) (O’Keefe a Dostrovsky 1971). Ostatni funkéné
specializované bunééné typy jsou bunky sméru hlavy (angl. head direction cells; Taube et
al. 1990) v subikulu, RSC a pfednim thalamu, mfizkové bunky (angl. grid cells) v medialni
entorhinalni kufe (Fyhn et al. 2004; Hafting et al. 2005) a buiky se smiSenymi
preferencemi na smér hlavy a zarovenn polohu. Buiiky sméru hlavy reaguji, kdyz zvite
nato¢i hlavu v ur¢itém sméru nezavisle na jeho poloze, zatimco mtizkové bunky vytvareji
vzruchy na mnoha mistech, kterd pravidelné pokryvaji cely prostor hexagondlni
rhombickou miizkou. Jiné typy bunék reaguji na prostorové hranice (angl. border cells;
Solstad et al. 2008) nebo na kombinace prostorovych proménnych, jako je misto, smér

hlavy, a rychlost pohybu (Cho a Sharp 2001).
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Funkéni vyznam GD

V trisynaptické smyc€ce je patrné konvergence 1 divergence nervovych vlaken.
Entorhindlni kira obsahuje 675 000 neuronti, ale pouze 112 000 pyramidalnich neuront se
propojuje s GD. GD samotny pak obsahuje cca 1200 000 granularnich bunék, v CA3 je
cca 250000 pyramidalnich neuroni a voblasti CAl najdeme zhruba 400 000
pyramidalnich neuroni (Amaral & Witter 1989; Mulders et al. 1997). Z oblasti CA1 vede
proud informaci pies subikulum zpatky do entorhindlni kiiry a zni do kortikdlnich
asociacnich oblasti (Bird a Burgess 2008). Neurogeneze v dospélém mozku se objevuje
pouze v GD a mé vliv na pocet granularnich neuronti a tim padem i na pocet mechovych
vlaken, které spojuji GD soblasti CA3. Na zékladé¢ zjiSténého poctu bunck
Vv hipokampalnich oblastech mizeme vidét, ze v hipokampu vznika tzv. efekt hrdla lahve
(angl. bottleneck effect) pti zpracovani pfichazejicich proudt informaci. Nejdiive jsou
informace divergovany a nasledné konvergovany (Obr. 2). Zatimco divergence v poctu
neurond je mezi entorhinalni kiirou a GD, silna konvergence je mezi GD a oblasti CA3. To
naznacuje efekt GD na kompresi piichazejicich informaci. Aktivni pole neurond jsou
idka, coz je v rozporu s masivnim tokem informaci skrz tuto strukturu a s velkym poctem
bun¢k oproti entorhinalni kafe (Jung a McNaughton 1993). To by mohlo naznacovat
funkci GD ve stabilizaci informaci piichazejicich do hipokampu. Mezi dalsi
z predpokladanych funkci GD patii: separace a doplnovani vzorct (jak prostorovych tak
casovych i kontextudlnich), prevence interference mezi pamétovymi stopami a spolecné
kodovani mnohocetnych senzorickych vstupti (Kesner 2013; Nakashiba et al. 2012;
Wiskott et al. 2006). Neurogeneze se v dosp€lém mozku objevuje pouze v GD, proto je

pravdépodobné, ze bude jeji funkce souviset s touto strukturou.

Predpokladané funkce neurogeneze v dospélém mozku

Neuronova sit’ v GD se neustale dynamicky méni pfiddvanim novych neuront a jejich
funkénim zapojovanim do stavajici neuronalni sité. I pfesto, ze je neurogeneze znama jiz
od 70. let 20 stoleti, jeji presna funkce neni v soucasnosti stale pln¢ objasnéna. Existuje
n¢kolik pristuptt  k objasnéni jejiho vyznamu, jako je pocitacové modelovani,
elektrofyziologicka méfeni a behavioralni testovani zahrnujici rizné metody ablace nebo
redukce neurogeneze. K behavioralnimu testovani se pouziva nékolik zakladnich testu,

nekteré z nich maji dvé formy: hipokampalné zavislou a hipokampaln¢€ nezavislou. Mezi
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nejcastéji provadéné behaviordlni testy, pouzivané na feSeni této problematiky patii
Morrisovo vodni bludisté (MWM), kontextualni strachové podminovani, radialni bludisté
a rozliSovani vzori na dotykovém monitoru. Vystupem téchto studii je né&kolik

predpokladanych funkci stru¢né shrnutych v nésledujicim textu.
Separace vzorcu

Existuje stale vice diikazli, ze kontinuédlni vznik novych neuronii vyznamné ptispiva
Kk separaci vzorcu. Separace vzorci je schopnost rozliSeni mezi podobnymi vstupy, které
prichazeji do hipokampu. Tento termin pochazi z pocitacového modelovani neuronélnich
siti, kde byly separace vzorcu predikovany jako funkce GD (Leutgeb et al. 2007; O’Reilly
a McClelland 1994). Na behavioralni trovni tyto vstupy odrazeji vnéjsi smyslové vjemy
a vnitiné generované reprezentace zalozené na predeslych udélostech a vstupech
z prosttedi. Diky moznosti manipulovat s mirou neurogeneze n¢kolik studii prokazalo, ze
nové vytvoifené neurony se ucastni jemnych rozliSeni mezi sousednimi prostorovymi

lokacemi a podobnymi prostiedimi.

Separaci vzorcl je mozZné rozlisit do nékolika podskupin ¢i konceptt, které spolu uzce
souviseji. Nejznaméjsi je prostorové pojeti, kdy dochézi k rozliSovani podobnych podnéta
na zéklad¢ jejich lokalizace v prostoru. Dal§im je kontextualni rozliSovani, kdy je nutné
rozliSit napt. dvé podobné mistnosti, které se 1iSi pouze nepatrn¢. Posledni je Casové

rozliSeni, pfi kterém dochézi k uspotfddani jednotlivych vstupli do ¢asové 0sy.

Ablace nebo redukce neurogeneze zhorSuje vykon v tkolech, které vyzaduji rozliSeni
mezi podobnymi podnéty. V nedavné studii (Clelland et al. 2009) byly pouzity mysi,
kterym byla neurogeneze blokovana ozafenim a genetickou manipulaci (ozatfeni redukce o
vice jak 90 %, genetickd manipulace redukce o 50%). Mysi byly testovany ve dvou
odlisnych behavioralnich testech zaméfenych na prostorové odliseni; v radidlnim bludisti a
V dotykani se spravnych obrazcii na dotykovém monitoru. V radidlnim bludisti mysi
vykazovaly deficit, pouze v ptipad¢, kdy musely rozliSovat mezi sousednimi rameny, ale
pokud byla ramena odd¢lena dal$imi, nelisily se jejich rozliSovaci schopnosti od kontrolni
skupiny. Vysledek druhého testu, kdy se mysi dotykaly obrazcti na monitoru, pfinesl
podobné zavéry. Pti tésné blizkosti dvou obrazcl bylo rozliSeni u experimentalni skupiny
naruseno a pii jejich vétsi vzdalenosti se vysledky neliSily od kontrolni skupiny. Z této
studie vyplyva vliv neurogeneze na schopnost prostorové separace podobnych podnétu,

které jsou v té€sné blizkosti.
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V dalsi studii bylo prokazano, ze specificka ablace neurogeneze narusuje rozliSovani
kontextu v uloze kontextualniho strachového podminovani (tzv. kontextualni strachovou
diskriminaci), coz je dalSi zpodtypli separace vzorci. MysSi byly vystaveny dvou
podobnym kontextim (2 boxy, odlisné stény a osvétleni), ale pouze v jednom boxu
dostavaly maly elektricky Sok. Z této studie vyplyva vliv neurogeneze na rozliSovani

kontextt, které se v uréitych vlastnostech piekryvaji (Tronel et al. 2012).

Garthe a kolegové (2009) prokazali deficit ve formovani prostorovych strategii Vv
uspotradani preuceni (angl. reversal) Morrisova vodniho bludist¢ (MWM). Mysim byla
redukovéana neurogeneze pomoci cytostatika temozolomidu a poté byly testovany v MWM,
pfi zméné polohy skrytého ostrivku dochéazelo u experimentalni skupiny k vyraznému
narustu Casu, ktery potiebovaly k nalezeni ostruvku, také dochazelo k naruseni formovani

prostorovych strategii a perseveraci.

Také existuji dukazy, ze zvySend tvorba novych neurontl, zpisobena genetickymi
manipulacemi nebo fyzickou aktivitou, zlepSuje prostorové rozliSovani dvou podobnych
podnétd. Ve studii podle Creera (2010) mély mysi k dispozici béhaci kolecko
a byly testovany na dotykovém monitoru. Sahay a kolegové (2011) pouzili transgenni
mysi, které mély zablokovany pro-apopticky gen Bax. Zablokovanim tohoto genu se
zvysilo prezivani novych neuron. Mysi se zvySenou neurogenezi mély lepsi schopnost
odliseni dvou podobnych kontexti pti strachovém kontextudlnim podminovani, tato

schopnost se rozvinula az v prabéhu nékolika dni po zacatku tréninku.

Rangel a kol. (2014) pomoci komplikované studie potvrdili hypotézu o tucasti
neurogeneze na casovém rozliSeni udalosti. Pomoci in vivo elektrofyziologického zaznamu
a identifikace bunc¢k v granularni vrstvé GD, které¢ byly aktivni vur€itém case
a kontextu. Potkani byli vystaveni tfem rtznym behaviordlnim kontextim, bud’to vSem
najednou (bez ¢asové separace) nebo postupné (Casova separace). Experimentalni skupina
méla redukovanou neurogenezi pomoci cytostatika temozolomidu (TMZ). Vysledky
potvrdily, Ze kontinualni pfiddvani novych neuronti, je dilezité pro casové odliSeni

jednotlivych udalosti.

Vysledky téchto experimentl potvrzuji hypotézu, Ze se nové neurony ucastni separace

vzorci mezi podobnymi podnéty. Piispévek dosp€lé neurogeneze se tyka pouze

vvvvvv
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podnéty v prostorovém nebo c¢asovém uspofddani) nebo vyraznému odliSeni dvou

kontextu, tak jsou vysledky mezi experimentalnimi a kontrolnimi skupinou srovnatelné.

V né€kolika studiich se ale objevuji informace, které tyto vysledky vyvraceji (Saxe et
al. 2006; Zhang et al. 2008; Hernandez-Rabaza et al. 2009; Wojtowicz et al. 2008). Tato
riznorodost je pravdépodobné zptisobena heterogenitou v designech experiment. Také
redukce neurogeneze miize byt zpusobena odlisSnou metodou: ozafenim, genetickou ablaci
a chemickou cestou pusobenim cytostatik, tyto postupy zptisobuji riznou miru snizeni
neurogeneze a maji rozdilné vedlejsi ucinky (Jessberger et al. 2009; Dupret et al. 2005;
Monje et al. 2002) .
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Obr. 2: Model efektu novych neuront na separaci vzorc.
Leva ¢ast predstavuje odlisné a casoveé oddélené vstupy udélosti do GD. Prava cast
predstavuje jednotlivé zpracovani vstupll v riznych pripadech usporadani.

A) Udalosti kddované hipokampem bez DG nebudou odpovidajicim zptisobem oddéleny,

coz vede k moznému sdruzovani udélosti podle obsahu.

B) Udalosti kodované hipokampem s DG bez neurogeneze budou vysoce odliseny, ale
nebude zachovan Casovy sled.

C) Udalosti kodované hipokampem s neurogenezi v DG budou vysoce odliSeny a méla by

byt zachovana jejich ¢asova slozka. Toto ¢asové rozdéleni by mély poskytnout nové
neurony.

Upraveno podle (Aimone et al. 2010).
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Prevence interference mezi pamét’ ovymi vstupy

Dalsi z predpokladanych funkci DG je vyhnout se interferenci, neboli ruseni mezi
pamétovymi stopami pii vzniku novych vzpominek. Optimélni kédovani zdvisi na
distribuci vstupnich vzort - tedy na okolnim prostfedi, kde se zvife nachdzi. Pfedpoklada
se, ze kdyZz se zméni okolni prostfedi, tak se zméni i proces kdédovani. V disledku
interference by mohly byt predeslé informace ztraceny, protoze stale prichazeji nové.
Vzorec, ktery byl kdodovan a ulozen dfive, nemusi byt rozpoznan a vyvolan, protoze
reprezentace stejného vzorce vypada pii vstupu do oblasti CA3 odlisné (Wiskott et al.,
2006).

Treves a Rolls (1994) navrhli moznost provadéni rozpoznani a vyhledavani vzorcu
skrz perforujici drahu vedouci z EC do CA3. Toto feSeni by mohlo snizit problém
interference, ale ne vyiesit. Perforujici drahy by pravdépodobné nebyly schopné pojmout

vSechna odlisnd kdédovani prichéazejici z DG, ale pouze omezeny pocet.

Dalsi hypotéza piedpoklada prevenci interference v disledku pifidavani novych
neurond, a tim rozSifeni kddovani pfichazejicich vzorcii. Staré neurony a jejich synaptické
vahy jejich spojl jsou fixovany a zachovavaji staré vzorce, zatimco nové neurony jsou
plastické a vytvareji nové moznosti kodovani. Pro pochopeni toho, jak je mozné, ze malé
mnozstvi bunék mé zasadni vliv na prevenci interference, je diileZitd anatomicka lokace
neurogeneze, kdy obrovské mnozstvi informaci musi projit relativné malou siti hipokampu,
ktera nema kapacitu na kédovani kazdé informace zvlast. A z tohoto diivodu musime dale
rozliSovat stimuly, které jsou sice nové, ale slozeny z jednotlivych znamych casti do
nového celku, naptiklad nové slovo slozené ze zndmych pismen. Druhy typ stimulti naproti
tomu obsahuje i zcela nova pismena a proto vyzaduje zapojeni novych neuront (Wiskott et
al., 2006). Starsi neurony jsou optimalizovany pro znamé prostiedi, zatimco nové neurony
jsou plastické pro adaptaci v novém prostiedi. Pfidavani novych neuront je tedy

pravdépodobné vyznamné pro uspé$nou prevenci interference.

Ve studii Gordona Winocura a kolegi (2012) byli potkani rozd¢leni do dvou
zakladnich skupin: jedna skupina méla neurogenezi redukovanou ozafenim blokovanou a
druhéd byla intaktni. Polovina potkanti z kazdé skupiny méla k dispozici volny pfistup
k béhacimu kolecku. Testovani probihalo ve vodnim bludisti, které mélo &tyfi oteviena
ramena. V prvni fazi probihal vizualné diskriminacni test, dvé ramena byla oznacena a

Vjednom z nich byl pod vodou umistén ostrivek, potkan vzdy zacinal svoji plavbu
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Vv neutralnim rameni. V druhé fazi probihalo testovani pod podminkami nizkého nebo
vysokého ruseni piedeslé naucené vizualni diskriminace. V podminkach nizkého ruseni
byla dvé ramena zaslepena a potkan mohl plavat pouze rovné, pfimo smérem k ostravku.
Pii vysokém ruSeni byla oteviena vSechna ramena a dvé ramena naproti sobé byla
oznacena stejné, ale vzdy pouze v jednom byl ostrivek, tim se tloha stala nefesitelnd. Ve
tieti fazi uloha probihala stejné jako v prvni. V piipadé ozatené skupiny bez fyzické
aktivity nedoslo v podminkach nizkého ruSeni k zadnému efektu na uceni a vyvolani
predeslych vzpominek, ale v podminkach vysokého naruseni doslo ke zhorSené schopnosti
vyvolani predeslé naucené diskriminace. U ozafené skupiny s fyzickou aktivitou, kde
probihal vznik novych neuront, byly vysledky srovnatelné s kontrolni neozafenou. Tyto
vysledky potvrzuji hypotézu vychazejici z pocitaového modelovani, na vliv neurogeneze

na prevenci interference mezi pamétovymi stopami.

22



(a ) Bez neurogeneze (b) Neurogeneze
OB O%CPQ
wadiithe a8
aB0apb 800 K
o 00 S
Z 8
098%% o8
© 00 C)
?Ef’ooQo Po00 °8°8°
ORRIRG ey
o
Koédovani Sit je nasycena Nové neurony kéduji
novych informaci a dochazi k naruseni nove informace,
se rusi se starymi kédovani novych staré informace
- informaci zUstavaji zachovany
LA R
CQ TR Q%Q%Q%
!5 a83qy ° 2%
o 200
oo o' dzé‘o
o QO
880 8900 ° 08
- ) L TR X
%, )
ROL
B8R R %982:75 ;33 50
Q. S Q%
g0 &’36’
X 08!
Q SRg £ ooo% B0
-] o S
(D - 3 R 00008&0 o
<C
© - -
% Qo
ROS
BRILLER S %%"%g‘%.ogg 38
‘ AL ) (3.
ge SRR?
5.0 0980
s “ases
o T
e oasR
o 23R L R
%%%&%%ogﬁ%cg% aieke 8 %%‘7 8,330?8 8890
P il P
o o Q0%
v 928%%., " St ooo e, .
C 00 80, ° RIS
; g’l’go ‘og‘io% ° og & g o%’;:oy‘?%%&o

Obr. 3: Modelovy efekt novych neurond na prevenci interference mezi pamét'ovymi
stopami.

Leva cast predstavuje odlisné a ¢asoveé oddélené vstupy udalosti do GD. Prava cast
predstavuje jednotlivé zpracovani vstupl v riznych piipadech usporadani.

A) DG bez neurogeneze jsou dvé moznosti:

Levy sloupec: Nové prichazejici informace piepisuji ty starsi a dochazi k interferenci mezi
vzpominkami.

Pravy sloupec: Dals§i moznost ptedpoklada nasyceni sit¢ DG a proto vSechny dale
prichéazejici informace budou kédovany stavajici siti. To zplisobi rozruseni novych

informaci a jejich rozptylené kodovani.

B) DG s neurogenezi predpoklada plasticitu novych neurontl, coz umoziuje kédovani
novych informaci a soub&zné€ zachovani starych informaci beze zmén.

Upraveno podle (Aimone et al. 2010).
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Metody redukce a ablace neurogeneze

Neurogenezi je mozné blokovat nebo redukovat nékolika riznymi zpusoby. Nejdiive
se vyvinula metoda redukce pomoci ozafeni rentgenovymi nebo gama paprsky. Nejvetsi
nevyhodou této metody je okolni poSkozeni tkané a vznik zanétu. Dalsi z metod je redukce
neurogeneze pomoci cytostatik, jako prvni se pouzivalo cytostatikum MAM, které ma ale
mnoho vedlejSich ucinki, proto je v soucCasnosti nahrazeno temozolomidem, ktery se
pouziva k léEbé mozkovych nadorti a je vi¢i organismu Setrnéjs$i. Jako posledni se

pouzivaji genetické ablace, které maji vyhodu v jejich vysoké specifité.
Ozdieni

Ozafeni je jednou zprvnich metod, ktera se pouzivala k redukci neurogeneze.
Prekurzorové bunky v SVZ a SGZ jsou senzitivnéjsi k ozafeni, nez ostatni typy bunck
v mozku. Gama zateni v délicich se bunkach vede ke zniceni deoxyribonukleové kyseliny
(DNA), na jejiz opravu nestaci endogenni reparaéni mechanismy. V dusledku toho dojde

k indukci apoptozy (Limoli et al. 2004).

Mizumatsu a kolegové (2003) provedli studii, ve které byl mladym mysim ozafen cely
mozek rizné vysokymi ddvkami a po 6-46 hodinach byla pomoci imunohistochemie
detekovana probihajici apoptéza a mnozstvi proliferujicich bunék. Vrchol v poctu
apoptickych bunék nastal po 12 hodinach a byl pfimo umérné zavisly davce ozafeni. Po 48
hodinach se snizilo mnozstvi progenitorovych bunck o 93-96 % a pocet nezralych neuronti
0 40-60 %. Pro zjisténi jestli efekt ozafeni pretrvava dlouhodobé€, byly mozky mysi
ozafeny riznymi davkami a po tfech tydnech byl zjistovan pocet BrdU pozitivnich bunék.
Pocet BrdU pozitivnich bun¢k byl redukovan v zavislosti na davce, a u nejvyssi davky 10
Gy byl sniZen pfiblizné o 75 %. V misté ozafeni vznika silnd zanétliva odpovéd’, ale pfi
podavani protizanétlivych medikamenti nedochazi k tak dramatickému snizeni
neurogeneze. Zanétlivd reakce tedy pravdépodobné sekundarné snizuje pocet bunck
(Monje et al. 2003). Ozafeni také naruSuje neurogenni niku, kde dochazi k rozruSeni
krevnich cév a glidze. Regenerace po ozafeni zavisi na davce a na tom, zda byly zniCeny 1
NSCs, zateni primarné zasahuje délici se buiky typu 2 (pfechodné amplifikujici), které
maji nejvyssi proliferacni aktivitu a efekt ozafeni na buiiky s nizkou proliferacni aktivitou
je vyrazné mensi (Mizumatsu et al. 2003b; Limoli et al. 2004). Ozateni celého mozku nebo

pouze hipokampu rentgenovymi paprsky nebo paprsky gama je Castou experimentalni
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metodou pouzivanou pro ablaci neurogeneze (Parent et al. 1999; Santarelli et al. 2003;
Winocur et al. 2006; Ko et al. 2009).

Vzhledem k tomu, Ze se terapeutické ozafeni mozku pouziva jako protinadorova l1écba,
jsou zndmy jeji vedlejsi Gcinky. Terapeutické ozafeni mize byt asociovano i pfi nizSich
davkach s kognitivni dysfunkci a v ptipad€ vysokych davek zplsobuje zdvazné funkéni a
morfologické poskozeni mozkovych struktur (Hopewell 1979; Kramer et al. 1992; Welzel
et al. 2008). Kognitivni deficity se casto projevi ve zhorSeném uceni, paméti a
prostorového zpracovani informaci (Roman a Sperduto 1995). Je mozné, ze z tohoto

divodu neni ozafeni idealni metodou k redukci neurogeneze.
Genetické ablace

Genetické ablace maji vyhodu v jejich specifickém plisobeni a Gplném blokovani
tvorby novych neurond; také je vylouceno nespecifické poskozeni jako u ostatnich metod.
Jedna z moznosti transgenni manipulace je vloZeni tzv. sebevrazedného genu pod
specificky promotor neurondlnich progenitorovych bunck. Konkrétnéji se vklada gen pro
virovy enzym (napf. thymidinkindzu), ktery je vloZen pod promotor pro nestin nebo GFAP
(molekuldrni markery). Poté bunky exprimuji virovy enzym a pii podani antivirotického
agens dojde béhem replikace k poskozeni DNA a nasledné apoptdze (Saxe et al. 2006;
Garcia et al. 2004). Dalsim zpisobem mtize byt indukce delece urcitého genu (Zhang et al.
2008). Transgennich organismii pro ablaci neurogeneze je v dnesni dob¢ cela fada, a diky

intenzivnimu rozvoji této oblasti budou stale ptibyvat dalsi.
Cytostatika

K blokovani neurogeneze se pouzivaji dvé hlavni cytostatika metylazoxymetanolacetat

(MAM) a temozolomid (TMZ).
Metylazoxymetanolacetat (MAM)

Jako prvni chemickd sloucenina pro sniZeni neurogeneze se pouzivalo methyla¢ni
¢inidlo MAM, ktery ma cytotoxické ucinky na délici se buiky (Johnston a Coyle 1979;
Shors et al. 2001). Aplikace MAM ma mnoho vedlejSich uc¢inkd: napf. vyvolava
hypoaktivitu, narusuje motorickou rovnovahu, zptisobuje kachexii a také ma karcinogenni
ucinky (Matsushima et al. 1979; Dupret et al. 2005). Kvili velkému mnozstvi vedlejSich

ucinkt
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a pouze casteCné redukci neurogeneze i pii vysSich davkach se MAM piestal pro tyto
experimenty pouzivat (Dupret et al. 2005). V posledni dobé se pro chemickou blokadu

neurogeneze pouziva temozolomid.

Temozolomid (TMZ)

Temozolomid (Temodal, Schering Plough, Némecko; TMZ) je cytostatikum, které se
bézné pouziva k 1é¢bé mozkovych nadord zahrnujici anaplasticky astrocytom, multiformni
glioblastom, a také se pouziva k 1é€bé metastatizujicich melanomti (O’Reilly et al. 1993;
Newlands et al. 1996; Bower et al. 1997). TMZ byl poprvé syntetizovan Stevensonem a
jeho spolupracovniky vroce 1984, a oni také prokazali jeho protinadorovou aktivitu
(Stevens et al. 1984). TMZ je mala lipofilni molekula (194 kDa), ktera se dobie absorbuje
Vv travicim traktu a prostupuje hematoencefalickou bariérou (Patel et al. 2003). V kyselém
prostiedi zaludku je sloucenina stabilni, ale po prostupu do krve a tkani se pii
fyziologickém pH spontanné hydrolyzuje na aktivni metabolit methyl-triazenyl
imidazolkarboxamid (MTIC), ktery se rychle rozkladd na methyldiazoniovy iont.
Methyldiazoniovy iont methyluje guaninové a adeninové zbytky v DNA za tvorby O6-
methylguaninu, N7-methylguaninu a O3-methyladeninu. Hlavni roli pro cytotoxicky efekt
TMZ ma O6-methylguanin, diky ptisobeni reparatnich DNA enzymu dojde ke vzniku
jednovlaknovych a dvouvlaknovych zlomti v DNA, které zptisobi spusténi apoptické drahy
(Newlands et al. 1997; Agarwala a Kirkwood 2000). Vedlejsi G¢inky jsou mirnéjsi nez u
MAM a patii k nim mirné nekumulativni potla¢eni myelosuprese (Agarwala a Kirkwood
2000).

Detekce neurogeneze pomeci bromodeoxyuridunu (BrdU)

BrdU je analog thymidinu, ktery se inkorporuje do DNA dé¢licich bun€k béhem S- faze
buné¢ného cyklu. BrdU se pouziva pro detekci bunééné proliferace vV nervovém systému

(Nowakowski et al. 1989).

BrdU byl ptivodné vyvinut pro determinaci proliferatniho indexu tumori a jako
antivirové a antineoplastické agens (Freese et al. 1994; Hoshino et al. 1986; Begg et al.
2000). Oproti dfive pouzivanému radioaktivné¢ zna¢enému thymidinu pfinesl nékolik
vyhod, jako je prace bez radioaktivity a detekci znacenych bun€k v pomérné tenkych
fezech. Tyto aspekty vedly k rozSifenému pouzivani BrdU pro studium neurogeneze

v dosp€lém mozku in situ. V dnesni dobé je BrdU znaceni nejpouzivanéjsi technika pro
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detekci neurogeneze (Taupin 2007). BrdU mize byt imunohistochemicky detekovan

s pouzitim monoklonalni protilatky proti jednofetézcové DNA obsahujici BrdU (Gratzner
1982).

BrdU prochazi hematoencefalickou bariérou a mize byt podavano riznymi zpisoby
napf. intraperitonealné, intraven6zné i perordlné. BrdU se metabolizuje z ¢asti uz v krevni
plazmé, a proto se do mozku nedostane celd podavand davka. Pfes hematoencefalickou
bariéru (HEB) pfechdzi pomoci nukleosidového transportéru, a eliminovan je
mozkomiSnim mokem, jako thymidin. Farmakokinetika BrdU neni objasnéna, ale je
odhadovano, Ze je v mozku pfistupny pro znaceni asi 2 hodiny po systémovém podani

(Lynch et al. 1977; Thomas a Segal 1997; Hayes a Nowakowski 2000; Taupin 2007).
Toxicita BrdU

Pouzivani BrdU pro detekci proliferace je pfinosna metoda, ale ma 1 sva tskali. Jeho
toxicita je podlozena nekolika experimentalnimi dikazy. Pfi poddvani bfezim samicim
mys$i, doslo u potomkli k malformacim a kognitivnim zméndm a zvySené mortalité
(Bannigan 1985; Kolb et al. 1999). Pfi postnatalnim podani muze BrdU zpisobit na zmény
ve vyvoji mozecku (Yu 1976). Po vyvoji HEB se toxicita BrdU snizuje, vyvoj HEB u
potkana nastava kolem 10. dne po porodu (Ribatti et al. 2006).

Pro detekci neurogeneze se nejéastéji pouziva davka 50-100 mg/kg (Corotto et al.
1993; Kuhn et al. 1996), ale i pti davkach az 300 mg/kg se u dospélych jedincu
neprokazaly zadné vedlejsi ucinky (Cameron & Mckay 2001). Ptesto, Ze nebyl prokazan
toxicky efekt BrdU pfi téchto davkéach, neni vyloucen. Pfi inkorporaci do DNA muze BrdU

narusovat jeji stabilitu a zpiisobovat mutace a zlomy (Morris 1991).
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Cile diplomové prace

Cilem této prace bylo zjistit optimalni ddvku TMZ u laboratorniho potkana, ktera:

1) U&inné blokuje neurogenezi v GD hipokampul.

2) Ma minimalni negativni ucinky na zdravotni stav potkanii.
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Metody a material
Experimentalni subjekty

Béhem této studie bylo pouzito 40 samcu potkanti kmene Long-Evans z chovu
Fyziologického tistavu AV CR. Potkani byli rozdéleni do 4 skupin. Potkani byli ptivezeni
ve veku péti tydnl, jeden tyden po odstavu (28 dni) a rozdéleni do kleci po tiech.
Potkanim byla podavana potrava a voda ad libitum, a byli v rezimu 12/12 svétlo/tma. Ve
zvéfinci byla udrzovana konstantni teplota 21°C a 50% vzdus$na vlhkost. Potkani prosli
dvoutydennim ptivykanim s kazdodennim dvouminutovym handlingem. K identifikaci

potkanil jsme pouzili permanentni lihovy popisovac, kterym byli ozna¢eni na ocasu.

Experiment zacal, kdyZ zvitata dosdhla sedmého tydne véku. Potkani byli rozd¢leni do
tfi experimentalnich skupin a jedné kontrolni, kterd nedostavala TMZ, ale pouze okyseleny
roztok. Nejdiive byl potkantim intragastrickou sondou aplikovan TMZ kazdy tyden tii po
sob¢ nasledujici dny, aplikace probihala ¢tyfi tydny. Na konci ¢tvrtého tydne byly délici se
buiiky oznaceny intraperitonealni aplikaci BrdU. Po zotavovaci periodé v délce trvani tii
tydnt byli potkani usmrceni. Byl vypreparovan mozek, na Kryostatu byly vytvofeny
koronarni fezy a BrdU pozitivni buiikky byly zviditelnény pomoci reakce kienové
peroxidazy a diaminobenzidinu. BrdU pozitivni buiiky byly spocitany pod svételnym
mikroskopem. Kontrolni testy byly provadény ttikrat - pied aplikaci TMZ, po aplikaci a po
zotavovaci periodé¢ pred usmrcenim. Chronologie jednotlivych tkont je graficky
znazornéna na obr. 4. Pro tento experiment je pozita podobna metodika jako ve studii

podle Gartheho (2009), ktera byla provadéna na mysich.

tyden1 |tyden2 |tyden3 |tydend [tyden5 |tyden6 |tyden7 |tyden8 [tyden9
habituace [TMZ TMZ TMZ TMZ zotavovani|zotavovani|zotavovani

BrdU perfuze
odber odbér odbér
beam walking beam walking beam walking

vazeni [vazeni |vazeni |vazeni |vazeni |[vazeni |vaZzeni |vazeni |vazeni

Obr. 4: Casova osa experimentu.
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Redukce neurogeneze pomoci temozolomidu (TMZ)

K redukci neurogeneze byla pouzita ¢tyitydenni 1é¢ba cytostatikem TMZ. TMZ bylo
podavano intragastrickou sondou, tfi po sob¢ nasledujici dny (Utery-Ctvrtek) kazdy tyden.
Tento typ aplikace je podobny davkovacimu rezimu pouzivanému v humanni mediciné
(Agarwala a Kirkwood 2000). Aplikace probihala vzdy v poledne. Suspenze TMZ byla
pfipravena vzdy cerstva zXkapsli (Temozolomide Sandoz®20mg a 100mg, Sandoz
Pharmaceuticals GmbH) pied kazdou aplikaci. Prasek zkapsli byl vysypan do
fyziologického roztoku, ktery byl okyselen na ph 3,5 pomoci 37,5 % HCI. Poté byla
suspenze po dobu jedné minuty vortexovdna na nejvyssi obratky a po dobu dalSich 30
minut byla na ledu umisténa na orbitalni tfepacku (50 rpm). Pfed aplikaci byla suspenze
TMZ piefiltrovana pies 0,45-um filtr pro odstranéni vétSich zbytkli a poté byla hned
aplikovana. Finalni koncentrace TMZ byla 2,4 mg/ml. Potkantim byl podavan rizny objem
TMZ suspenze podle zatazeni do skupiny (10, 25, 40mg/kg). Kontrolnim potkaniim byl
podavan okyseleny fyziologické roztok, ve stejném mnozstvi jako pro skupinu 40mg/kg.
Posledni den aplikace TMZ, byl potkanim podén intraperitonealni injekci BrdU v davce
50mg/kg. Tato davka se v predeslych protokolech ukazala byt jako dostatecna pro
oznaceni délicich se bunék (Garthe et al. 2009). Po oznaéeni bun¢k byla zvifata ponechana

Vv klidu po dobu tii tydni zotavovaci periody.

Nésledn¢ byla zvifata usmrcena a po transkardiadlni perfuzi byly vypreparovany
mozky, které byly nasledné zmrazeny na -80°C. Poté byla stanovena hladina neurogeneze

u kontrolni skupiny a skupin s riznou davkou TMZ.
Kontrolni testy

K monitorovani fyziologického stavu zvifat a zjiSténi G€innosti TMZ byly tiikrat
provadény kontrolni testy: test chiize po latce (angl. beam walking) a stanoveni pocétu
krevnich elementt. Tyto testy byly provadény pied zacatkem aplikace TMZ, po aplikaci
TMZ a za tfi tydny na konci zotavovaci periody. Vaha, jako dalsi indikétor fyziologického

stavu zvifat, byla monitorovana jednou tydné¢.

Beam walking je behavioralni test, testujici senzoricky a motoricky systém. Potkani
musi prechazet vyvysenou lat'’ku, aby se dostali do své klece. Dievéna latka je dlouha dva

metry a je umisténa asi jeden metr nad zemi. Jeden z koncii je zabezpecen kovovou deskou
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a druhy konec vede do klece. Nejdiive byli potkani trénovani na Siroké ¢asti latky (5 cm),
nejdiive ze stfedu latky museli dojit do své klece (potkani byli ponechani na lat’ce, dokud
se nedostali do své klece). Po takto provedenych tiech kolech, nasledovaly dalsi tfi s tim
rozdilem, Ze potkani byli umisténi na konec latky ke kovové desce. Potom se latka otocila
na uzs8i ¢ast (2 cm) a nasledoval trénink ve stejném schématu. Po tréninku nésledovalo
samotné testovani, potkani byli umisténi na konec latky a méfil se Cas, za jaky dosdhli své
klece, pocet uklouznuti a pocet pada z latky. Data byla zaznamenana pro tfi nasledujici
kola. Potkani zjedné klece se stiidali po jednotlivych tréninkovych nebo testovacich
stadiich.

Krevni testy byly provadény po testu beam walking ve stejny den. Krev v mnozstvi
200-450uL byla odebirana jehlou (40um) ze srdce. Krevni vzorky byly posilany na
strojové vyhodnoceni (hematologicky analyzator Abacus Junior Vet 5) do veterinarni
laboratofe Freston Vv Praze. Byly zaznamenavany pocty lymfocytl, erytrocyti a
trombocytd. TMZ blokuje buné¢né déleni, a proto jsme predpokladali efekt na snizeni
poctu krevnich elementt. Krevni testy byly provadény ke zjisténi fyziologického stavu a

také jako indikator uc¢innosti TMZ.

Véha, kterd odrazi apetit a prirozeny rust, je dillezitym ukazatelem zdravotniho stavu

zvitat. Potkani byli vazeni kazdy tyden v utery.
Histologie a piiprava mozki

Po zotavovaci period¢ byla zvifata predavkovana anestezii ketaminem a xylazinem.
Pomoci pinzety byl proveden test citlivosti na bolest, jestli je potkan pln€¢ v narkéze a
neciti bolest. Transkardidlni perfuze byla provedena podle zavedeného protokolu nasi
laboratofe. Nejdiive byl krevni ob&h nahrazen 0,2M fosfatovym pufrem a poté roztokem
4% formaldehydu. Oba roztoky byly umistény v ledu, aby doslo ke konstrikci cév. Po
perfazi byly potkanim vyjmuty mozky a dany pro dalsi fixaci do 50ml 4% formaldehydu
na 24 hodin. Nasledné byly mozky kryoprotektivné oSetteny v 50 ml 10%, 20%, 30%
roztoku sacharézy v 0,1M fosfatovém pufru (mozky byly premistény do vyssi koncentrace,
kdyz ve stavajici koncentraci klesly na dno). Po kryoprotekci byly mozky osuSeny a

zmrazeny na suchém ledu a ulozeny do mrazaku pro dalsi zpracovani (teplota -80°C).

Mozky byly krajeny na kryostatu Leica 1850 pii -20°C na 40 pum koronarni fezy, a
dany do kryoprotektivniho roztoku (25% ethylenglykol a 25% glycerol v 50% 0,2M
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fosfatovém pufru). Kazdy Sesty fez byl nasledné pouzit na pocitani BrdU pozitivnich

bunék.

Pro BrdU znaceni, byl z fezl nejprve pomoci Tris pufru (TBS) vymyt kryoprotektivni
roztok. Endogenni peroxiddza byla deaktivovana pisobenim roztoku - 3% peroxid vodiku
a 10% metanolu v TBS. Po omyti fezu v TBS a 0,9% NaCl, byla DNA denaturovdna
pomoci 2,5N HCI piti 37°C; lepsi piistup k mistim, kde je navazano BrdU. Rezy byly
omyty ve fosfatovém pufru (PBS) a inkubovany v roztoku - 10% osli séra a 3% tritonu X
100 v PBS. Tento krok je dulezity pro perforaci membrany a blokovani volnych
formalinovych mist. Po dal§im omyti v PBS byly fezy inkubovany dva dny Vv chladové
mistnosti pii teploté 4°C v primarni protilatce fedéné 1:500 (clone BU1/75,Serotec
OBTO0030) v PBS s 10% osliho séra a 3% tritonu X100. Po této inkubaci byly fezy vymyty
PBS a nasledné¢ inkubovany 2,5 hodiny v pokojové teploté s biotinylovanou sekundarni
protilatkou fedénou 1:500 (Jackson/Dianova 712-065-153)v PBS s 3% osliho séra a 3%
tritonu X100 nasledovalo dalsi vymyvani v PBS. Avidin a biotin konjugovaly s kienovou
peroxidazou (ABC elite kit standard, PK6100, Vector laboratories) po dobu jedné hodiny
Vv koncentraci 9ul/1ml roztoku A i B (v PBS). Nasledné byl pouzit diaminobenzidin jako
chromogen v koncentraci 0,25 mg/ml v PBS s 0,01% peroxidu vodiku a 0,04% chloridu
niklu. Po vymyti byly fezy natazeny na sklicka potazend Zelatinou. Vymyvani mezi
jednotlivymi kroky vzdy probihalo 5x, aby doSlo k dikladnému vymyti. Po uschnuti byly
dany do roztoku Neoclear (Merck, 1098435000) dvakrat na 30 minut a pak na né bylo
pomoci Neomountu (Merck, 1090160500) ptilepeno kryci sklicko.

BrdU pozitivni bunky byly pocitdny pod svételnym mikroskopem (zvétSeni 40x).
Bunky, které protinaly horni rovinu a mély setizly povrch, nebyly pocitany, aby se
predeslo nadhodnoceni poctu. V kazdém Sestém fezu byly pocCitdny oznacené bunky v SGZ
a granuldrni vrstvé. Byl pocitan levy a pravy GD, a vysledny pocet byl nasoben Sesti
k odhadu celkového po¢tu BrdU pozitivnich bunék v GD.

Vsechny pouzité chemikalie, pokud neni uvedeno jinak, byly z firmy Sigma-Aldrich.
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Analyza dat

Data byla analyzovana pomoci statistického softwaru SPSS (SPSS Statistics for
Windows, Version 17.0. Chicago: SPSS Inc.). Data byla analyzovana pomoci vhodnych
parametrickych testl, konkrétné jednocestnou nebo dvoucestnou analyzou rozptylu
(ANOVA) s opakovanym méfenim. Kdyz data nespliiovaly podminky pro pouZiti
parametrického testu (normalita testovana pomoci Kolmogorov-Smirnof testu; homogenita
rozptyld testovana pomoci Leveneho testu), probéhla kontrola na odlehl¢ hodnoty. Odlehlé
hodnoty, byly identifikovany v boxplot grafech v statistickém softwaru. Kdyz byl
predpoklad, ze tyto hodnoty patéi do souboru dat, byly nahrazeny hodnotou, ktera se
rovnala dvoundsobku smeérodatné odchylky od priméru ve stejném smeéru jako tato
hodnota. Kdyz odlehla hodnota vznikla chybou, byla tato hodnota odstranéna. V piipadé
absence odlehlych hodnot, kdy data nebyla normalné rozlozena, byla nalezena vhodna
transformace. Pokud se zadnou transformaci nepodaiilo dosdhnout normalni distribuce, byl
pouzit neparametricky pfistup. Vzhledem k tomu Ze nam neparametricky ekvivalent pro
ANOVU s opakovanymi méfenimi neni zndmy, pouzili jsme opakovany Kruskal-Wallistiv

test s Bonferroniho korekei hladiny signifikance.

Po hlavni analyze byly pouzity post hoc testy, planované kontrasty a v piipadé
signifikantni interakce analyza jednoduchych efekti. Jako post hoc test byl pouzity
Hochberg GT2 test, protoze velikost vybérovych souborti v experimentalnich skupinach
byla odli$na a tento test je robustni V pifipade riizné velkych skupin (a také v ptipade, ze
homogenita rozptyli byla signifikantné¢ riiznd). V ptipad€ pouziti neparametrického
Kruskal-Wallisova testu byl jako post hoc test pouzity opakovany Mann-Whitney test
(neparametricky ekvivalent t-testu) na apriorni hypotézy, aby nedoslo k pfili§ velkému

snizeni urovné Bonferroniho signifikance.

V testech, které obsahovaly opakovana méfeni a data nesplnila podminky sféricity
podle Mauchlyho testu, musely byt stupné volnosti opraveny podle Greenhouse-

Geisserovy korekce.

Data zodbéri krve, ktera nespadala do fyziologického rozmezi u potkana
(fyziologické rozmezi hodnot z Laboratofe Freston), nebyla zahrnuta v analyze. To se
tykalo predevSim poctu trombocytli. Kdyz se pocet trombocytli pohyboval vyrazné nad
horni fyziologickou hodnotou, je pravdépodobné, Ze se do pfistroje dostala ze vzorku

srazenina. V opacném piipadé, kdyz byl pocet pod dolni fyziologickou hodnotou, byla
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srazenina pravdépodobné ve vzorku, ale nebyla nasata pfistrojem. V piipad¢ potencionalni
srazeniny bylo zkontrolovéano, jestli je hematokrit v jeho fyziologickém rozmezi, protoze
srazenina mohla kromé trombocyti obsahovat dalsi krevni elementy. V ptipadé, ze
hodnoty hematokritu byly vyrazné pod fyziologickou hranici, byla tato data odstranéna
z celé analyzy krevnich testt. V tomto souboru dat byl hematokrit stale ve fyziologickém

rozmezi.
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Vysledky
Vyhodnoceni po¢tu BrdU-pozitivnich bunék

Po transformaci odmocnénim data spliiovala kritéria pro parametricky test s ohledem
na normalni rozd€leni a homogennost rozptyla. Pro srovnani priméru mezi skupinami byla
pouzita jednofaktorova ANOVA. Celkovy test byl signifikantni (F(3, 24) = 22,969, p <
0,001). Hochbergovym GT2 post hoc testem bylo zjisténo, Ze je signifikantni rozdil mezi
kontrolni skupinou a v§emi skupinami, kterym byl podavan TMZ (vse p < 0,001), a mezi
10mg/kg a 40mg/kg TMZ skupinou (p < 0,05). Rozdil mezi 10mg/kg a 25 mg/kg TMZ
skupinou nebyl signifikantni (p = 0,297) stejné jako rozdil mezi 25mg/kg a 40mg/kg TMZ
skupinou (p = 0,622). Grafické znazornéni poctu BrdU pozitivnich bun¢k v GD je v grafu

¢. 1.
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Graf ¢. 1: PocCet BrdU pozitivnich bun¢k v GD. Hvézdickou jsou oznaceny signifikantni
rozdily mezi experimentalni a kontrolni skupinou.
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Vyhodnoceni monitorovani vahy

Vaha byla monitorovana kazdy tyden v stejny den. Tato data byly analyzovany
pomoci dvoufaktorové ANOVY s opakovanym méfenim. Béhem kontroly dat byla
nalezena odlehla hodnota v kontrolni skuping, kde vaha zvitete byla 6.5x vySSi nez
smérodatnd odchylka od priméru. Tato hodnota spliovala kritéria pro odlehlou hodnotu a
toto zvife bylo vylouceno z nasledné vahové analyzy. Zvitata ve stejném véku maji velmi
podobnou vahu, a v tomto piipadé doslo pravdépodobné k chybnému umisténi starSiho
zvitete do skupiny. Po vylouceni tohoto zvifete méla data normalni rozlozeni, a rozptyly
mezi skupinami byly stejné. ANOVOU byl zjistén signifikantni rozdil mezi skupinami
(F(3,25) = 9,695, p < 0,001). Efekt jednotlivych vazeni byl signifikantni (F(2,652, 66,297)
= 1389,734, p < 0,001), stejné jako interakce mezi vazenimi a skupinou (F(7,956, 66,297)
= 25,042, p < 0,001). Planovany kontrast pro efekt ¢asu ukazal signifikantni rozdil mezi po
sobé jdoucimi vazenimi pro vSechny skupiny, co je vsouladu Srychlym nartstem
hmotnosti u mladych zvitat. Planované kontrasty na odhaleni rozdili po signifikantni
interakci mezi skupinou a Casem odhalily signifikantni rozdily mezi vSemi po sobé
jdoucimi vazenimi, mimo rozdili mezi prvnim a druhym tydnem. To je jednoduse
vysvétlitelné tim, Ze potkani v prvnich dvou tydnech nedostivali TMZ a proto nebyl
davod, aby se vahy mezi skupinami liSily. Signifikantni interakce v nasledujicich tydnech
odrazely stagnaci vahového pfirtistku u skupin 25 a 40 mg/kg, a kontinualni nartst vahy u
skupiny 10 mg/kg a kontrolni skupiny. Analyza jednoduchych efektti odhalila, Zze do
tietiho tydne nebyl mezi skupinami rozdil (druhy tyden podavani TMZ). V ¢tvrtém tydnu
se ale skupiny 25mg/kg a 40mg/kg signifikantné lisi od kontrolni skupiny, a skupiny
10mg/kg (obé p < 0.05). Tento vzorec je stejny az do osmého tydne pokusu. V devatém
tydnu se také signifikantné lisi skupiny 25mg/kg a 40mg/kg mezi sebou (p < 0.05).

Grafické znazornéni hmotnosti v zavislosti na Case je v grafu €. 2.
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Graf ¢. 2: Znazornéni zévislosti vahové prirtstku na ¢ase. Hvézdickou jsou oznaceny
signifikantni rozdily mezi experimentélni a kontrolni skupinou.
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Vyhodnoceni testu beam walking

V testu beam walking byl analyzovan ¢as dosazeni klece, pocet sklouznuti z latky a
pocet padl. Data byla zprimérovana ze vSech tii kol v pribéhu jednoho sezeni. Béhem
experimentu byla provedena tii sezeni, pfed aplikaci TMZ, po aplikaci a po zotavovaci

periodé. Pocty padu z latky nebyly analyzovény, protoZe k nim ani jednou nedoslo.

Pro analyzu cCasu dosazeni klece a poctu sklouznuti byla pouzita dvoufaktorova

ANOVA s opakovanym métfenim.

Data casu dosazeni klece byla reciprocné transformovana pro dosazeni normalniho
rozloZeni. Pfedpoklad homogenity rozptylu nebyl splnén v sezeni po zotavovaci periodg,
kde skupina 10 mg/kg méla vyssi rozptyl, nez ostatni skupiny. Vzhledem k tomu, Ze
velikosti skupin nebyli az tak rozdilné, pfedpokladali jsme, Ze ANOVA bude robustni i pfi
nesplnéni této podminky. Dvoufaktorovda ANOVA neodhalila zadny signifikantni efekt
skupiny (F(3,26) = 0,071, p = 0,975), signifikantni efekt sezeni F(2,52) = 3,096, p = 0,54,
ani signifikantni efekt pro interakci mezi skupinou a sezenim (F(6,52) = 1,752, p = 0,128.

Tato data jsou graficky znazornéna na grafu €. 3.

Data z poctu sklouznuti neméla normalni rozlozeni, a proto byl k jejich vyhodnoceni
pouzit jiny pfistup. Data z kazdého sezeni byla porovnana pomoci Kruskall-Wallisova
neparametrického testu. Hladina signifikance byla upravena pomoci Boniferroniho
korekce. Z Boniferroniho korekce vyplynula nova hladina vyznamnosti 0.017 (0.05/3).
Opakované pouziti neparametrického jednofaktorového testu ma nevyhodu v tom, Ze
nemame k dispozici srovnani s opakovanym meéfenim. Pro analyzu rozdilu
v senzomotorickych schopnostech mezi skupinami to ale neni zasadni. Vysledky ukazaly,
ze v sezenich neni zadny signifikantni rozdil mezi skupinami (sezeni 1: H(3) = 6,949, p =
0,074; sezeni 2: H(3) = 3,580, p = 0,310; sezeni 3: H(3) = 4,988, p = 0,173). Tato data jsou

graficky zndzornéna v grafu €. 4.
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Graf €. 3: Znazornéni ¢asu piebéhnuti latky v testu beam walking.
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Graf ¢. 4: Znazornéni poétu uklouznuti na lat’ce v testu beam walking.
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Vyhodnoceni krevnich testi
Pocet leukocyti

Pocet leukocytil byl transformovan odmocnénim, aby spliioval kritérium homogenniho
rozptylu. dvoufaktorova ANOVA s opakovanym méfenim odhalila signifikantni efekt
skupiny (F(3,23) = 16,085, p < 0,001). Hochbergtiv GT2 post hoc test ukazal signifikantni
rozdil mezi kontrolni a 25mg/kg TMZ (p < 0,05); kontrolni skupinou a 40mg/kg TMZ
skupinou (p < 0,001) a mezi skupinami 10mg/kg a 40mg/kg TMZ (p < 0,05). Na druhou
stranu zde nebyl signifikantni rozdil mezi kontrolni a 25mg/kg TMZ skupinou (p < 0,05);
kontrolni a 40mg/kg TMZ (p < 0,001) a mezi skupinami 10mg/kg a 40mg/kg TMZ (p <
0,05). ANOVA neukazala signifikantni efekt odbéra (F(2,46) = 1,263, p = 0,293) ale
ukazala signifikantni interakci mezi odbérem a skupinou (F(6,46) = 6,852, p < 0,001).
Konkrétné planované kontrasty pro interakci ukazaly signifikantni rozdil mezi prvnim a
druhym odbérem (p < 0,001) a mezi prvnim a tretim (p < 0,001). Analyza jednoduchych
efektd ukazala, ze mezi skupinami nebyl rozdil pfed aplikaci TMZ. Po aplikaci TMZ byl
signifikantni rozdil mezi kontrolni skupinou a vSemi skupinami, kterym bylo podavané
TMZ (pro vSechny p < 0,001), a také mezi davkou 10mg/kg a vy$Simi davkami (obé p <
0,05). Rozdil mezi skupinami 25mg/kg a 40mg/kg v pocte leukocyti nebyl (p = 0,307).
Tyto rozdily ztstali nezménéné i po zotavovaci period¢, kromé toho Ze zanikl rozdil mezi
skupinami 10mg/kg a 25mg/kg (p = 0,110). Praméry skupin ale naznacuji (viz. Graf ¢. 5)
ze tyto rozdily, zejména bezprostiedné¢ po aplikaci TMZ, mohli byt zplsobené spis
zvySenim leukocytd u kontrolni skupiny oproti ostatnim skupinam. Je mozné, zZe
ve zvétinci probéhla slaba nedetekovatelnd infekce, nebo zvifata méli zvySenu imunitni
odpovéd’ na krmeni intragastrickou sondou. Je teda mozné, Ze realni hodnoty leukocytti u
zvitat, kterym byl podavan TMZ, by byly jesté nizsi. Grafické znazornéni poctu leukocytl

je v grafu¢. 5.
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Pocet leukocytu
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B 10mg/kg TMZ
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7] 40mg/kg TMZ
[C] kontroly

pred TMZ po TMZ po zotavovaci
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Graf ¢. S5: Znazornéni poctu leukocytu ve tiech casovych bodech. Hvézdickou jsou
oznaCeny signifikantni rozdily mezi experimentdlni a kontrolni skupinou.
KfiZkem jsou oznaceny signifikantni rozdily mezi skupinou 10 mg/kg a vysSimi
davkami 25 a 40 mg/kg.

41



Pocet erytrocyti

Pocty erytrocyti byly analyzovany dvoufaktorovou ANOVOU s opakovanym
métfenim. Dve odlehlé hodnoty: jedna z druhého odbéru u skupiny 25 mg/kg TMZ a druha
ze stejné skupiny u tfetiho odbéru, byly nahrazeny hodnotou vzdalenou dvé smérodatné
odchylky od praméru (pivodné tyto hodnoty byly vzdaleny 5 a 7 smérodatnych odchylek
od praméru). Data byla normélné rozlozena, ale zddnou transformaci nebylo mozné opravit
nehomogenni rozptyly mezi skupinami v odbérech pied TMZ a po podani TMZ. Analyza
rozptylu ukazala signifikantni efekt odbéru F(2, 46) = 8,942, p <0,001, ale zadny efekt
skupiny (p = 0,881) nebo interakci mezi odbérem a skupinou (p = 0,246). Grafické

znazornéni poctu leukocyti je v grafu €. 5.
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Graf ¢ 6: Znazornéni poCtu erytrocytl ve tiech Casovych bodech. Nebyly zde zadné
signifikantni rozdily.
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Pocet trombocytii

Pocty trombocyti nemohly byt opraveny zadnou transformaci, tak aby vykazovaly
normalni rozlozeni nebo homogenni rozptyl. Ke zjisténi rozdilu mezi skupinami byl proto
pouzit neparametricky Kruskal-Wallisiv test. Z Boniferroniho korekce nam vyplynula
nova hladina vyznamnosti 0,017. Test ukazal, Ze zde neni Z&dny rozdil mezi pocty
trombocytt u prvniho (H(3) = 1,151, p = 0,765), nebo u druhého odbéru (H(3) = 3,484, p =
0,323). Rozdil mezi skupinami byl signifikantni u téetiho odbéru (H(3) = 8,011, p < 0,05).
Opakovany Mann-Whitneyho test byl pouzit pro detekci rozdila jako post hoc test. Znovu
zde byla pouzita Boniferroniho korekce, takze vysledky byly hodnoceny na hlading
vyznamnosti 0.017 (aby snizend hladina vyznamnosti nebyla pfilis striktni byly testovany
pouze tii a priori vytvofené hypotézy — jestli se skupiny, kterym bylo podavané TMZ lisi
od kontrolni skupiny). Nebyl zde nalezen zadny signifikantni rozdil mezi kontrolni a
10mg/kg TMZ skupinou (p = 0,064), mezi kontrolni a 25mg/kg TMZ skupinou (p = 0,401)
a také ne mezi kontrolni a 40 mg/kg TMZ skupinou (p = 0,662). Pravdépodobné,
Boniferroniho kritérium bylo stale piilis striktni, aby odhalilo signifikantni efekt v post hoc
testu, ktery byl indikovan signifikantnim Kruskal-Wallisovym testem. Nicméné, jak je
patrno z grafu tyto rozdily v pocte trombocytll by bylo obtizné vysvétlit pomoci ménici se

davky TMZ. Pocet trombocytil je graficky zndzornén v grafu €. 7.
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Graf €. 6: Znazornéni poctu trombocyta ve tiech ¢asovych bodech. Nebyly zde zadné
signifikantni rozdily.
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Diskuze

Temozolomid je cytostatikum, které se nové pouziva k experimentalnim redukci
neurogeneze. Tak jako jiné cytostatika ma vedlejsi ucinky, které mohou ovlivnit celkovy
zdravotni stav zvifat. Vzhledem ktomu, Ze nejcastéji je neurogeneze testovdna
v souvislosti s vlivem na behavioralni ulohy, nelze opomenout vliv cytostatika na
zdravotni stav zvifat. Temozolomid byl poprvé pouzit na redukci neurogeneze u mysi, kde
byl také monitorovan efekt TMZ na zdravotni stav zvifat (Garthe et al. 2009). U potkant
se TMZ také pouziva na redukci neurogeneze ale zatim nebyla zjiStovana optimalni davka
vzhledem K vedlej$im u¢inkim na fyziologicky stav. V jedné studii byl pouzit stejny
protokol jako u mysi (Nokia et al. 2012), a v druhé studii (Rangel et al. 2014), byla pouzita
niz$i davka (12,5mg/kg) ktera signifikantné¢ redukovala neurogenezi (40%); ale v této

studii byla z kontrolnich testti monitorovana pouze explora¢ni aktivita.

Nase davkova studie ukazala i u nejniz§i davky signifikantni snizeni poctu BrdU
pozitivnich bunék o 64% (u vyssich davek to bylo pro 25mg/kg 75% a u 40 mg/kg 90%)
tyto vysledky se shoduji s mirou redukce neurogeneze u mysi (Garthe et al. 20009;
Martinez-Canabal et al. 2013). I kdyz s vysSimi davkami je vidét dalsi pokles BrdU
pozitivnich bun€k tento trend neni statisticky vyznamny. Nami pouzivana nejniz$i davka
(10mg/kg) je nejblizsi davee 12,5 mg/kg, kde byl zaznamenan pokles novych bunék o 40%
(Rangel et al. 2014). Nami zaznamenan procentualni ubytek novych neuront je vyssi jako
v jejich studii, coz mohlo byt zptisobeno odlisnou aplikaci TMZ. V nasem piipadé byla
aplikace TMZ provadéna inragastrickou sondou, v druhém piipadé bylo TMZ aplikovano
intraperitonealni injekci. Aplikace intragastrickou sondou nam byla doporucena
spolupracujicim pracovistém (Center for Regenerative Therapies; prof.Kempermann) jako
efektivnéjsi a Setrn€j$i vic¢i organismu. Také pfi perordlnim podéni dochazi ke 100%
vstiebani pres travici trakt do krevniho ob&hu a nasledné pies HEB do nervové tkané
(Agarwala a Kirkwood 2000). Vnasi studii byl TMZ rozpuStén v okyseleném
fyziologickém roztoku, abychom zabranili jeho konverzi na aktivni formu MTIC, ktera
efektivné neprostupuje pies HEB a ma kratky poloc¢as rozpadu (Agarwala a Kirkwood
2000). V studii Rangala (2014) a v ostatnich studiich byl TMZ rozpous$tén v neutralnim
pH, coz mohlo zpisobit jeho konverzi na aktivni metabolit MTIC jesté ptfed samotnou
aplikaci a v dasledku toho dochazelo pouze k ¢aste¢nému prostupu pires HEB. To by
mohlo byt divodem pro¢ v druhé studii na potkanech i pii pouziti vyssi davky 25mg/kg
TMZ doslo k nizsi redukci neurogeneze (34%) (Nokia et al. 2012). Jak jiz bylo zminéno,
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redukce neurogeneze v nasi studii u davky 25mg/kg byla srovnatelna se studiemi u mysi
(Martinez-Canabal et al. 2013; Garthe et al. 2009) to mohlo byt zplsobeno pravé

efektivnéjSim podanim TMZ.

V souladu s piedeslymi studiemi jsme nepozorovali zadné naruSeni senzomotorickych
schopnosti u zadné z pouzitych davek. Senzomotorické funkce byly testovany pomoci testu
beam walking. Naopak u monitorovani vahy, kde byla hmotnost signifikantné snizena u
davek 25 a 40 mg/kg oproti kontrolni skupiné dochazi k rozporu s piedeslymi studiemi,
kde neni u mysi pti davce 25 mg/kg pozorovan zadny vahovy ubytek (Garthe et al. 2009;
Niibori et al. 2012). V ostatnich studiich, kde byl TMZ pouzivan k redukci neurogeneze,

nebylo uvedeno méfeni hmotnosti.

Podobn¢ jako Garthe (2009) u mysi jsme provadéli stanoveni poctu krevnich
elementli. Stanovovali jsme pocet lymfocytli, erytrocyti a trombocyti jako indikator
hematopoézy pro zjiSténi Gi¢innosti cytostatika a zdravotniho stavu zvitat. Krevni testy byly
provadény ve tfech dulezitych casovych bodech. Poprvé pred aplikaci TMZ, kdy byla
zvitata habituovdna a handlovadna, podruhé hned po skonceni aplikace TMZ, kdy jsme
ocekavaly sniZzeni poctu krevnich elementli v disledku plsobeni cytostatika. Posledni
krevni testy byly provedeny po zotavovaci period¢, ktera trvala tii tydny. V tomto Case je
dilezité zacit s behavioralnimi testy, protoze nové neurony, které za¢nou vznikat po
ukonceni aplikace TMZ, jest¢ nejsou funkéné zralé a neinkorporuji se do stavajici
neuronalni sité (K tomu dochazi po étyfech tydnech od jejich narozeni (Schmidt-Hieber et
al. 2004). Ve v8ech skupinach s TMZ jsme nasli signifikantné nizsi pocty leukocytl oproti
kontrolni skupin¢ hned po podani TMZ, a zistali nizsi i po zotavovaci period¢. Ve studii
Gartheho (2009) se u mysi pocet leukocytti strmé snizil, avSak po ¢tyfech tydnech doslo
K navratu na ptivodni hodnoty. Tento trend jsme pozorovaly i v nasem experimentu avSak
po kratsi zotavovaci periodé¢ se naSe hodnoty nevratily na plvodni. Je mozné, Ze

kdybychom zotavovaci periodu prodlouzili o tyden, dosli bychom k podobnému vysledku.

Pocet erytrocytti zlstaval stabilni po celou dobu experimentu, co naznacuje, Ze
aplikace TMZ pravdépodobné nema efekt na jejich pocet. Toto zjisténi je v souladu se
studii (Garthe et al. 2009).

Zavérem muzeme fici, Zze pocty leukocytt U kazdé experimentalni skupiny byli nizsi
jako u kontrolnich zvifat po tfitydenni zotavovaci periodé. Pfi zohlednéni mozné

probihajici infekce nebo zvySené imunitni odpovédi po aplikaci TMZ intragastrickou
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sondou je mozné, ze pocty leukocytti byly ve skupinach, kterym bylo podavané TMZ,
zkreslené. Vzhledem k randomizovanému designu studie piedpokladame, Ze kdyby zistali
hodnoty leukocyt u kontrolni skupiny neménné, jako je tomu ve studii Gartheho (2009),
byli by hodnoty leukocytli ve skupinach, kterym bylo podavané TMZ jest¢ nizsi. V poctu

trombocytl a erytrocytll nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil mezi skupinami.

Limitacemi této studie je mala velikost testovaného souboru - v ptipadé méfeni vétsino
mnozstvi parametri by bylo vhodné&jsi pouzit skupiny o vétSim poctu zvifat. Zajimavé by
mohlo byt méfeni vice parametrii odrazejicich zdravotni stav zvifat, napi. lokomoc¢ni
aktivita, explorativni chovani, nebo aktivace mikroglii. Dalsi limitaci studie je, ze se
uprostied experimentu objevila mirna infekce pravdépodobné zpuisobena nedetekovanou
nakazou ve zvéfinci nebo imunitni reakci po krmeni intagastrickou sondou a doSlo
K ovlivnéni vysledki poctu leukocyti. Kdyby pocet leukocyti nebyl zkreslen touto
komplikaci tak by pravdépodobné nedoslo ke zvyseni leukocytti u kontrolnich zvirat. Také
v samotném meéfeni krevnich elementi se obCas mohly objevit krevni sraZeniny, které

mohou ovlivnit pocty krevnich elementi.

Zakladnim ptedpokladem pro experimentalni pouziti zvifat na behaviordlni testy je
jejich stejny fyziologicky stav jako u kontrolni skupiny. Proto je dilezité, aby podavana
latka nenarusovala jejich zdravotni stav, ktery by se mohl projevit jako deficit
Vv behavioralnich tlohach a tim padem by mohlo dojit k nespravné interpretaci vysledku.
V pfipadé¢ zkoumdani neurogeneze, kdy je nejCastéji zkouman jeji vliv na urcité
hipokampalni funkce, které se projevuji na behaviordlni Urovni, je tento ptedpoklad
nezbytny. Jednoduse feceno: kdyz se zvitata neciti dobfe, nebudou podavat dobré vykony.
Z naseho experimentu vyplyva, ze nejspolehlivéjsim dikazem o zdravotnim stavu zvifat je
jejich vahovy pfirtistek, nebo tUbytek. Naproti tomu pouziti krevnich testi se v naSem
piipad¢ neukazalo byt stastnym fesenim. Vysledky krevnich testi mély velky rozptyl a

pravdépodobné byly naruseny vedlejSimi faktory, jako je mirny stres a infekce.

Podle tohoto experimentu muzeme fici, ze jako optimalni davka pro redukci
neurogeneze u potkani kmene Long-Evans se jevi davka 10 mg/kg TMZ. Za prvé, tato
davka signifikantné snizila neurogenezi oproti kontrolni skupiné a zaroven zadna z vyssich
davek nebyla signifikantné rozdilnd od této davky. Za druhé, tato davka jako jedina

cvwr

poctu leukocytd (i kdyZ ne signifikantn€). Na druhou stranu ani u vysSich davek nebyl
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podle testu beam walking nalezen senzomotoricky deficit. V zavéru, davka 10mg/kg méla
nejmensi dopad na fyziologicky stav zvirat, a piesto redukce neurogeneze, minimalné

podle statistickych kritérii, byla stejna jako u vyssich, vice toxickych davek.
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Zavér

Tato diplomova prace méla za cil, zjistit optimalni davku cytostatika TMZ. Tato davka
by méla G¢inné€ redukovat neurogenezi v dospélém mozku potkana a mit minimalni dopad
na zdravotni stav zvifat. TMZ bylo aplikovano ve tfech rtiznych davkach (10, 25, 40
mg/kg). Zdravotni stav a ucinnost TMZ byly v pritbé¢hu experimentu kontrolovany pomoci
krevnich testl, senzomotorického testu (beam walking) a sledovanim vahy. Buné¢na
proliferace v GD byla sniZena u skupin s TMZ 10 mg/kg o 64%, u 25 mg/kg o 75% a u 40
mg/kg 0 90%. Vysledky testu beam walking neprokazaly zadny senzomotoricky deficit u
zadné z testovanych skupin. Krevni odbéry byly provedeny ttikrat pted aplikaci TMZ, po
aplikaci TMZ a za dalsi tfi tydny po tzv. zotavovaci periodé. Vysledky krevnich testl
neukazaly zadny rozdil v poctu trombocytl a erytrocyti mezi kontrolni skupinou a
skupinami s aplikaci TMZ. Pouze u leukocytli byl snizen jejich pocet mezi kontrolni
skupinou a vSemi experimentalnimi u odbéru po aplikaci TMZ a u odbéru po zotavovaci
periodé. U téchto odbéri byl také snizen pocet leukocytlh u skupin 25 a 40 mgkg TMZ
oproti 10 mg/kg TMZ. Sledovani vahy ukazalo na stagnaci vahové ptirtstku u skupin 25 a
40 mg/kg TMZ oproti kontrolni skupiné a skupiné s 10 mg/kg TMZ.

Z téchto vysledki nam jako optimalni vyplynula davka 10 mg/kg, ktera signifikantné
snizuje neurogenezi o 64% oproti kontrolni skuping. Také vahovy pfirtstek u této skupiny
je srovnatelny s kontrolni skupinou a nedochazi k jeho stagnaci jako u skupin s vyssi

davkou.

Zavedeni této metody, mize pomoci k objasnéni funkci neurogeneze v dospélém
mozku, které je mozné testovat na behaviordlni urovni. Studium na potkanech ma
Vv behavioralnich experimentech zasadni misto, a proto je dulezité jim vénovat stejnou
pozornost jako mySim. Aby zvifata mohla byt srovnavdna v behavioralnich testech mél by
byt jejich zdravotni stav srovnatelny, pokud by davka TMZ byla zbyte¢né vysoka mohla
by se pies zhorSeny zdravotni stav projevit jako kognitivni deficit. Na druhou stranu ani
vyssi davky 25 mg/kg a 40 mg/kg nezplsobily deficit v senzomotorickych funkcich, a
proto by teoreticky mohly byt pouzity v jednodussich behavioralnich tlohach.
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