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Abstrakt

Cile. Nasi hlavnim cilem bylo popsat interneuronalni populace exprimujici kalcium
vazici proteiny (calcium binding proteins — CaBP) calretinin (CR) a parvalbumin (PV) v
perirhinalni (PRC) a retrosplenidlni (RSC) kiife potkana. Tyto dv¢ oblasti tvoii pfechod mezi
neokortexem a hippokampalni formaci a napadné se odlisuji svym zapojenim a funkci, coz by
mohlo byt podminéno odliSnou strukturou interneuronalni populace. Znalosti o pfesném
slozeni neuronalni populace v jakékoli mozkové oblasti jsou nezbytnym piedpokladem pro
modelovani neuronalnich siti a pro pochopeni riznych patologickych jevi, jako je naptiklad
tvorba a Sifeni epileptické aktivity.

Metody. Pro ucely této studie jsme pouzili mozky osmi potkanti kmene Wistar o staii
3 mésice. Mozky byli nakrajeny na tezy tlusté 50 pm obarveny kresylvioleti podle Nissla, na
CR ana PV. Nasledn¢ jsme provedli kvalitativni a kvantitativni analyzu za pouziti
stereologickych a denzitometrickych metod. Ziskané vysledky jsme pak statisticky
vyhodnotili.

Vysledky. PRC obsahuje absolutné i relativné vétsi hustoty CR+ a PV+ neurond nez
RSC. Na druhou stranu je pomér CR : PV vyssi v RSC a je podobny hodnotam v neokortexu.
Nejcastéjsim typem neuronti CR+ populaci jsou vertikalné orientované bipolarni
/,,bitufted neurony, zatimco vétSina PV+ populace vykazuje multipolarni morfologii.

Zavéry. V predlozené studii jsme popsali imunoreaktivitu CaBP, hustotu CR+ a PV+
neuront jako i celkovou neuronalni hustotu v perirhinalni a retrosplenidlni kufe potkana.
Dosazené vysledky ukazuji, Ze hlavnim rozdilem mezi obéma analyzovanymi oblastmi je
hustota CR+ neuronti, ktera je vyrazn¢ vyssi v PRC. NaSe vysledky spolu s pracemi jinych
autort naznacuji, Ze jsou zde vyrazneé rozdily ve sloZeni a distribuci interneuronélnich
populaci v dotud podle vSeho stejnych korovych oblastech. Tyto vysledky by mohli napomoct
k lepSimu pochopeni mechanismu funkce téchto korovych oblasti za normalnich a

patologickych stavii.



Abstract

Aims. The main aim was to describe interneuronal population expressing calcium
binding proteins calretinin (CR) and parvalbumin (PV) in the perirhinal (PRC) and retrosplenial
(RSC) cortex of the rat. These two cortical areas differ strikingly in their connectivity and
function, which could be caused also by different structure of the interneuronal populations.
Having a precise knowledge of the cellular composition of any cerebral area forms one of the
basic input parameters and tenets for computational modeling of neuronal networks and for
understanding some pathological conditions, like generating and spreading of epileptic activity.

Methods. The brains of 8 male 3-month-old Wistar rats were used in this study. The
brains were cut into 50 um thick coronal section and these were stained for NISSL (cresyl
violet), and immunostained for CR and PV. The qualitative and quantitative analysis was
performed on these sections, using stereological and densitometric approach. All data acquired
were statistically evaluated.

Results. PRC possesses higher absolute and relative densities of CR+ and PV+ neurons
than RSC, but the CR : PV ratio is higher in the RSC, which is similar to the neocortex. The
bipolar/bitufted neurons are most common type of CR+ population, while the majority of PV+
neurons show multipolar morphology.

Conclusion. In presented study we described the pattern of CaBP immunoreactivity,
the density of CR+ and PVV+ neurons as well as the overall neuronal density in perirhinal and
retrosplenial cortex of the rat brain. Current results indicate that main difference between
analyzed areas is in density of CR+ neurons, which was significantly higher in the PRC. Our
results coupled with works of other authors show that there are significant differences in the
interneuronal composition and distribution of heretofore seemingly similar transitional
cortical areas. These results may contribute to the better understanding of the mechanism of

function of this cortical region in normal and diseased states.



Obsah

1. UvOD
1.1. Interneurony
1.2. Perirhinalni kiira
1.2.1. UloZeni a cytoarchitektonika perirhinalni korove oblasti
1.2.2. Spoje perirhinélni korove oblasti
1.2.2.1. Area 35
1.2.2.2. Area 36
1.3. Retrosplenialni kiira
1.3.1. UloZeni a cytoarchitektonika retrospleniélni korové oblasti
1.3.2. Spoje retrosplenialni korové oblasti
1.3.2.1. Area 29a, b
1.3.2.2. Area 29c
1.3.2.3. Area 30
2. OTAZKY A CILE PRACE
3. MATERIAL A METODY
3.1. Pokusna zvirata
3.2. Priprava materialu
3.3. Imunochemické barveni
3.4. Ohraniceni korovych oblasti a vrstev
3.5. Kvalitativni analyza
3.6. Kvantitativni analyza
3.6.1. Denzitometrické hodnoceni
3.6.2. Stereologickéa analyza
3.6.3. Statistické hodnoceni
4. VYSLEDKY
4.1. Obecné charakteristika imunoreaktivity calretininu a parvalbuminu
4.1.1. Calretinin v PRC
4.1.2.Calretinin v RSC
4.1.3. Parvalbumin v PRC
4.1.4. Parvalbumin v RSC
4.2. Neuronalni morfologie

4.2.1. Morfologie neuronii v PRC

12
12
13
13
14
14
15
16
16
17
18
18
19
21
22
22
22
23
23
24
25
25
26
28
29
29
29
30
31
31
32
32



4.2.1.1. Calretinin 33

4.2.1.2. Parvalbumin 33

4.2.2. Morfologie neuronii v RSC 34
4.2.2.1. Calretinin 34

4.2.2.2. Parvalbumin 35

4.3. Denzitometricka analyza calretininové a parvalbuminové imunoreaktivity 36
4.3.1 Denzitometrie v PRC 36

4.3.2. Denzitometrie v RSC 36

4.4. Kvantitativni analyza hustoty imunoreaktivnich neuront 36
4.4.1. Hustoty CR+ a PV+ neuroni 36
4.4.1.1. Hustoty CR+ a PV+ neuroni v PRC 37

4.4.1.1.1. Calretinin 37

4.4.1.1.2. Parvalbumin 37

4.4.1.2. Hustoty CR+ a PV+ neuront v RSC 37

4.4.1.2.1. Calretinin 37

4.4.1.2.2. Parvalbumin 38

4.4.2. Celkova neuronalni hustota a procenta CR+ a PV+ neuront z celkové
neuronalni hustoty 38

4.4.2.1. Celkova neuronalni denzita v PRC 38

4.4.2.1.1. Calretinin 38

4.4.2.1.2. Parvalbumin 38

4.4.2.2. Celkova neuronalni denzita v RSC 39

4.4.2.2.1. Calretinin 39

4.4.2.2.2. Parvalbumin 39

5. DISKUZE 41
5.1. Zaclenéni obou typi neuronii do korovych okruhi 41
5.2. Funkce PRC 43
5.3. Funkce RSC 44

6. ZAVER 46
7. OBRAZKY 47
8. SEZNAM POUZITE LITERATURY 59
9. PRILOHY 63
9.1. Seznam publikaci autora ve vztahu k tématu prace 63



9.2. Seznam ostatnich publikaci autora

9.3. Publikace autora ve vztahu k tématu prace

63
63



Seznam pouzitych zkratek

A (+¢islo) — ptislusna korova oblast
ACg - pfedni cingularni ktira

AD - anterodorzalni jadro thalamu

AM - anteromedialni jadro thalamu
AmgBA - bazalni akcesorni jadro amygdaly
AmgBL - bazolateralni jadro amygdaly
AmgBM - bazomedialni jadro amygdaly
AP — anteroposteriorné

asf — area sampling fraction

AV - anteroventralni jadro thalamu
CaBP - kalcium-vazici proteiny

CB - calbindin

CE - koeficient chyby

CGM - corpus geniculatum mediale

CL - claustrum

CR — calretinin

cROD - korigovana relativni opticka denzita
DAB - 3,3 -diaminobenzidin

EC - entorhinalni kiira

FrC - frontalni ktira

GABA - kyselina gama amino méselna
INS - insularni ktira

LC - locus coeruleus

LD - laterodorzalni jadro thalamu

NAc - ncl. accumbens

NRph - ncll. rapheales

PaC - parietalni ktira

PBS - fosfatovy pufr s chloridem sodnym
Pir - piriformni ktira

PostRH - postrhinalni ktira

PostSUB - postsubikulum

PRC — perirhinélni ktira
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Put - putamen

PV — parvalbumin

ROD - relativni opticka denzita

ROI - oblast zajmu

RSC - retrosplenialni kura

S.E.M. — smérodatné chyba odhadu priméru
ssf — section sampling fraction

SUB - subikulum

TeC - temporalni kira

tsf — tissue sampling fraction
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1. Uvod

1.1. Interneurony

Mozkova kiira savci se sklada ze dvou nestejné velkych neuronalnich populaci. VEtsi
Z nich tvofi pyramidové neurony, exprimujici excita¢ni mediator glutamat. Jsou to projekéni
neurony, s dlouhymi axony, jejichz funkci je propojovat kiru s jinymi korovymi a
podkorovymi oblastmi CNS. Druhou, mensi skupinou (25-30% z celkového poc¢tu neuront)
jsou lokalni interneurony. Jsou zna¢né nesourodou skupinou, a li$i se morfologii, zapojenim,
funkci ¢i expresi riznych neuropeptidi. VEtsinu z nich v8ak tvofi inhibi¢ni, GABA-ergni
neurony (Markram et al., 2004). Pro jejich podrobnéjsi popis a klasifikaci se vychazi z
konvence piijaté v r. 2005 v Petilla de Aragon v rodisti R. y Cajala (Yuste, 2005). Je ziejmé,
Ze klasifikace neni konecna a Ize ocekavat objevy i presnéjsi defiinice dalich korovych
interneuronti (Barinka a Druga, 2009; DeFelipe et al., 1997; Markram et al., 2004). Na
podkladé exprese kalcium vazicich proteint (calcium binding proteins — CaBP) calretininu
(CR), parvalbuminu (PV) a calbindinu (CB) je s ur¢itymi omezenimi mozné rozd¢lit korové
GABA-ergni interneurony do tii velkych, vzajemné se neptekryvajicich bunécnych populaci
(del Rio a DeFelipe, 1996; Gabbott a Bacon, 1996; Kawaguchi a Kubota, 1997; Kubota et al.,
1994; Toledo-Rodriguez et al., 2004; Toledo-Rodriguez et al., 2005; Zaitsev et al., 2005;
Zaitsev et al., 2009). Neurony exprimujici calretinin (CR+) a parvalbumin (PV+) tvoii
izolované subpopulace, které se nepiekryvaji. CR+ a PV+ interneurony se od sebe lisi
v n¢kolika aspektech:
a) morfologii — CR+ neurony jsou typicky bipolarni nebo ,,bitufted”, s ovalnym télem a
vertikaln¢ orientovanymi vyb&zky, zatimco PV+ neurony maji nejéastéji multipolarni
morfologii.
b) synaptickym zakonéenim - cilovou strukturou PV+ interneuronil jsou obvykle proximalni
(kmenoveé) dendrity, bunééna téla, nebo inicialni segmenty axont pyramidovych neurontl.
Axony CR+ maji terminace na dendritech okolnich neuroni, ale pfevazuji synaptické
kontakty na okolnich interneuronech.
c) elektrofyziologickymi vlastnostmi — PV+ interneurony patii do skupiny tzv. ,,fast
spiking* neuroni. Na proti tomu CR+ interneurony tvoii nehomogenni skupinu tzv. ,,non-
fast spiking* neuroni.
d) mistem pivodu — CR+ neurony maji sviij ptivod v kaudalnim gangliovém hrbolku,
zatimco PV+ inetrneurony migruji do vyvijejici se kury z mediélniho gangliového hrbolku
(Barinka a Druga, 2010; Druga, 2009).
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Mezi jednotlivymi korovymi oblastmi (areami) byly popsany vyznamné rozdily v
zastoupeni jednotlivych subpopulaci inhibi¢nich interneuronti tykajici se exprese kalcium
vazicich proteint, exprese a koexprese neuropeptidii. V fadé studii byly prokdzany i znacné
mezidruhové rozdily (Hof et al., 1999). Tyto rozdily je téeba vzit v ivahu pii analyze
funkc¢nich charakteristik jednotlivych korovych oblasti (arei). Napftiklad v lidském mozku byl
proké&zéan velky rozdil v hustoté CR+ neuronti mezi frontalni kiirou na jedné strané a
V parietalni, okcipitalni a temporalni kiirou na stran¢ druhé (Barinka et al., 2012 ; Hof et al.,
1993).

1.2. Perirhinalni kira

1.2.1. UloZeni a cytoarchitektonika perirhinalni korové oblasti.

Perirhinalni kira (PRC) je pfechodné korova oblast na lateralnim povrchu hemisféry
potkana, podél kaudalni poloviny sulcus rhinalis. Sousedi medialn¢ s entorhinalni korovou
oblasti (EC) a kaudalné s postrhinalni oblasti (PostRH) (Brodmann, 1909). Pro tyto tii korové
oblasti obklopujici hippokampalni formaci se nékdy pouziva oznaceni ,, parahippokampalni
oblast®.

PRC se dale ¢leni na area 35 (A35) a area 36 (A36). Ob¢ arey maji tvar protahlych
prouzkd, a jejich dlouha osa je orientovana rostrokaudalnim smérem. Jsou situovany do
kaudalni poloviny sulcus rhinalis, pficemz A35 lezi ventralné od A36. Rostralnéji PRC zabira
spodinu a obé¢ stény sulcus rhinalis a pfilehlou dorsalni korovou oblast. Kaudalnéji pak uz
jen spodinu a dorsalni sténu sulcus rhinalis spolu se sousedicim korovym okrskem. Area 35
ma charakteristiky agranularni kiry s vyraznou V. korovou vrstvou a s velmi slabou, nebo
chybgjici IV. korovou vrstvou. Naproti tomu A36 ma charakteristiky dysgranuldrniho
kortexu s nesouvisle vyvinutou IV. korovou vrstvou. Ve II. vrstvé jsou v A36 patrné ostruvky
tmavée se barvicich neurontl. Tato uprava II. vrstvy byla popsana u hlodavct i u primatt
(Burwell et al., 1995; Burwell, 2000). Piechod III. vrstvy do V. vrstvy je velmi podobny
v obou areach (Witter a Amaral, 2004).

Jak bylo uvedeno, dorsalné od A35 je A36 a ventraln¢ a kaudalné ji ohranicuje
entorhindlni ktira. I kdyZ jsou obé¢ oblasti PRC vice méné rovnobézné, A35 se mlze objevit
rostralnéji nez A36. Prvni vrstva A35 je obvykle siln€jsi nez stejna vrstva v A36, ale v I.
vrstv€ neni zadné rozhranni mezi obéma arecami (Burwell, 2001). Neurony v I1.-III. vrstvé

tvofi shluky a v dorzalni ¢asti A35 maji nizsi denzitu, co vytvaii izkou mezeru mezi I1l. a V.
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vrstvou. Tato uprava je zretelnéjsi v kaudaléjsim useku A35. Pro V. vrstvu jsou
charakteristické velké, tmavé se barvici pyramidové neurony srd¢itého tvaru. Povrchoveéji
ulozené neurony jsou mensi a smérem do hloubky se zvétSuji. Zaroven se jejich celkova
velikost kaudalnim smérem zmensuje. Podobné neurony se nalézaji i ve ventralnim oddilu
A36, ale je jich méné¢, jsou mensi a srd¢ity tvar neni tak vyrazny. VI. vrstva je homogenni, na
rozdil od A36 bez bilaminarniho uspotadani (Burwell a Amaral, 1998; Burwell, 2001; Witter
a Amaral, 2004).

A36 je dorzaln¢ ohranicena ventralni temporalni kiirou (area TeV), ventralné€ od ni je
A35 a kaudalné postrhinalni area. II. a III. vrstva jsou od sebe ve srovnani s A35 vice
oddéleny. IL. vrstva se sklada se shlukti kulatych nebo polygonalnich, svétle se barvicich,
stfedné velikych bunék, coz ji dava nehomogenni vzhled, typicky pro A36. Vétsinou ji tvori
malé tmavé pyramidy promichané s vétSimi, kulatymi buiikami. Celkov¢ jsou vSak tyto
neurony mensi ve srovnani se stejnou vrstvou A35. Zastoupeni pyramidovych neuronti se
zvySuje kaudalnim smérem. Bunééna populace ve II1. vrstvé je svym tvarem a velikosti
podobna té ve II. vrstvé, nicméné jsou tyto neurony rozlozeny rovnomérngji, bez
nehomogenniho vzhledu I1. vrstvy a jejich hustota je nizsi. V A36 se nalézaji granularni
bunky, ale netvofi samostatnou, souvislou vrstvu, spiSe se zdé, Ze V. vrstva splynula s V.
vrstvou. Tuto tvoii sttedné velké, tmave se barvici pyramidové neurony bez specifické
orientace. Kaudalnim smérem se postupné zmensuji, silnéji se barvi a ztraceji pyramidovy
tvar. V1. vrstva je silnd a ma typické, bilaminarni uspotadani, a je tak zietelné odliSena od
dorzaln¢ ulozené temporalni kiiry a ventralné lezici A35. Zevni podvrstva je hustotou neuront
a jejich zbarvenim podobna V. vrstv€. Vnitini podvrstva obsahuje oplosténé neurony
orientovane paralelné s povrchem capsula externa. Pravé toto usporadani VI. vrstvy spolu se
nehomogennim vzhledem II. vrstvy jsou typickymi znaky A36, které umoziuji jeji bezpe¢nou
identifikaci (obr. 4) (Burwell a Amaral, 1998; Burwell, 2001; Witter a Amaral, 2004).

1.2.2. Spoje perirhinélni korové oblasti.

vvvvvv

1.2.2.1. Area 35

Korové projekce do A35 tvofi pfiblizné polovinu z celkové aferentace do této arey.

Nejpocetnéjsi jsou projekce z insularni a piriformni kiiry. Kazdy z nich piedstavuje jednu

tietinu korovych vstupt (Burwell a Amaral, 1998a). Tyto projekce kon¢i v povrchovych
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vrstvach A35. Silna projekce je rovnéz z lateralni entorhinalni kiry, s preferenénim
zakonCenim v 1. a V. vrstv€. Dal§im vyznamnym zdrojem je A36, zejména jeji ventralni
oddil. Axony vystupuji z I1., II1. a z hluboké zony V1. vrstvy a konéi ve vSech vrstvach A35.
Stredné silné vstupy do vSech korovych vrstev ptichazeji z postrhinalni ktiry, ze subikula
(jenom do V. a V1. vrstvy) a z CA1 pole hippokampu. Slabsi aferentace pak piichazi

Z frontalni, temporalni, parietalni a okcipitalni kiiry. Z podkorovych aferentii je vyznamné
spojeni s amygdalou. Zejména jeji ncl. basalis lateralis a ncl. basalis accesorius vydavaji silné
projekce do 1.-V. vrstvy A35. Dulezity je i vstup z ¢ichové kiry a ncl. endopiriformis a z
claustra. Thalamické piivody pochazeji z AM jadra a ncl. reuniens. Striatum a hypothalamus
maji jenom slabé projekce do A35.

Nejsilnéjsi eferentace z A35 sméruje rostralné, do vétSiny oblasti insularni kiry a do
primarni motorické a doplnkové motorické oblasti frontalni kiry. Pocetné projekce do
lateralni entorhinalni kliry vystupuji hlavné z IL.-I11. vrstvy, s mensim pifispévkem V. a VI.
vrstvy, zatimco vldkna pro A36 maji sviij ptivod v II. a VL. vrstvé. Silna projekce sméruje do
subikula a mnohem slabsi do CA1 pole hippokampu. Postrhinalni ktira dostava stfedné silnou
projekci z kaudalniho oddilu A35, z Il. a V1. vrstvy. Podkorova eferentace z A35 je pomérné
slaba. Vyjimku tvofi velmi silné projekce do bazalnich ganglii, zejména ncl. accumbens.
Slabsi spojeni je s amygdalou, eferenti vldkna vystupuji z I1. a V. vrstvy a kon¢i hlavné v ncl.
basomedialis, slabsi projekce pak v ncl. basolateralis a lateralis accesorius. Z rostralniho
oddilu A35 bézi stiedné silna projekce do claustra, zatimco projekce do thalamu a
hypothalamu jsou slabé. (Burwell a Amaral, 1998a; Burwell a Amaral, 1998b; Furtak et al.,
2007; Witter a Amaral, 2004).

1.2.2.2. Area 36

Témeét polovina korové aferentace do A36 prichazi ze sousedici temporalni kiry. Tyto
vstupy jsou ve srovnani s A35 vyssiho fadu, ptivadéji sluchové, ¢ichové, senzitivni a zrakové
informace. Nejvic jich ptfichazi z ventralni temporalni asociacni oblasti, z area Te3V.
Vyznamné jsou piivody z lateralni entorhinalni kiry, i kdyz jsou ve srovnani s A35 slabsi.
Konci v IL, III. a VI. vrstvé A36. Jinym diilezitym aferentem je postrhinalni kiira. Na rozdil
od aferentace z entorhinalni kiiry jsou tyto vstupy siln€jsi pro A36 nez pro A35. Konci
prevazné v dorzélnim oddilu A36, ve viech korovych vrstvach. V 1., II. a VL. vrstvé kon¢i

silné projekce z A35. Aferentace z CA1 pole hippokampu a subikula jsou slabsi, kon¢i
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vyluén€ v V. a V1. korové vrstvé. Mensi pocet vlaken pak ptichéazi z insularni kiiry a
zrakovych asociaénich oblasti okcipitalniho laloku.

Podkorové vstupy se podileji na celkové aferentaci asi z jedné tretiny. Nejvyznamngjsi
je projekce z amygdaly, zejména jeji ncl. basalis lateralis vytvaii masivni projekci do 1. vrstvy
v rostralni ¢asti A36. Stiedn¢ silna projekce je z thalamu, LD jadro projikuje zejména do
kaudalniho oddilu A36, zatimco do rostralni ¢asti ptichazeji vstupy z corpus geniculatum
mediale. Septum a hypothalamus se na celkové aferentaci podileji jenom okrajove.

Korova eferentace smétuje do parietalni, temporalni a frontalni kiiry. Nejsilngjsi
projekce vystupuje z rostralniho oddilu A36 a je ur¢ena pro somatosenzitivni korovou oblast.
Z kaudalniho oddilu pak vystupuji silné projekce do temporalnich oblasti a piriformni kury.

Z 1., I1l. a VL. vrstvy ventralniho oddilu A36 jdou silné spoje uréeny pro A35,z V. a VI.
vrstvy vystupuji vldkna pro postrhinalni ktiru. Z rostralni ¢asti A36 jdou axony pro kaudalni
oddily postrhinalni kiiry, zatimco aferentace pro rostralni postrhinalni oblasti ma sviij pavod
Vv kaudalnim oddilu A36. Projekce pro entorhinélni ktiru je ve srovndni s A35 slabsi, a vétSina
vlaken je uréena pro jeji lateralni oddil. Odstupuji z I1., V. a VI. vrstvy. Subikulum a CAl
pole hippokampu dostavaji z A36 slabsi projekce.

Vétsina podkorovych projekci z A36 je stiedné silna, s vyjimkou masivni projekce do
kaudalniho oddilu putamen. Dalsi ze silnéjSich spojii vychazi z celé tloustky A36 a konci
v amygdale, v jejim ncl. lateralis a ncl. basalis a ve III. vrstvé periamygdalarni kury. Sttedné
silné spoje ptuvodem ze VI. vrstvy A36 pak maji sva zakonceni v LD jadie thalamu a v zona
incerta (Burwell a Amaral, 1998a; Burwell a Amaral 1998b; Furtak et al., 2007; Witter a
Amaral, 2004).

1.3. Retrosplenialni kiira

1.3.1. UloZeni a cytoarchitektonika retrosplenialni korové oblasti

Retrosplenialni kiira (retrosplenial cortex - RSC) je pfechodna neboli mezokortikalni
korova oblast nachazejici se na mediokaudalnim povrchu hemisféry (obr. 1). Sklada se podle
Brodmanna (Brodmann, 1909) ze dvou arei - area 29 (A29) a area 30 (A30). Area 29 leZi na
medialni ploSe hemisféry a také byva oznacovana jako granularni restrosplenialni ktira (RSG),
zatimco area 30 se rozklada dorzolateraln€ od predchozi oblasti a je oznacovana jako

agranularni nebo dysgranularni retrosplenialni ktira (RSA, RSD) (Vogt, 1993)
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Granularni area 29 se dale ¢leni na tii pododdily. Rostraln¢ a dorsalné lezi A29c¢, od ni
ventrokaudalné se naléza A29b a nejventralnéji je ulozena A29a (obr. 3) (Vogt a Peters,
1981).

Area 29a sousedi kaudaln¢ s postsubikulem (area 48) a tento ptechod je
charakterizovan fadou cytoarchitektonickych znamek. Zevni vrstvy A29a (IL., III., IV.) jsou
tenké piicemz IV. vrstva je stézi rozliSitelna (Vogt a Peters, 1981). Hluboké vrstvy jsou
homogenni, i kdyZ se d& rozlisit tené¢i, z malych neuront se skladajici VI. vrstva.

Naproti tomu v A29Db je zietelnd velmi denzni a silna II. vrstva, ktera se obvykle sklada ze tii
az péti fad neuronti, dale rozptylend granularni III. vrstva a tenkd, na neurony chuda IV.
vrstva. Existenci tenké IV. vrstvy potvrzuje tenkd vrstvicka thalamickych vlaken, ktera je
viditelnd pravé v. A29b a A29c. V. vrstva obsahuje velké typické pyramidové neurony a pod
ni je zietelna, 1 kdyz tenka VI. vrstva.

Area 29c se vyznacuje nejlépe diferenciovanymi granularnimi vrstvami a jeji neurony
jsou obecné mensi ve srovnani s A29a a A29b. Prevazujicim typem neuront jsou zde
hvézdovité pyramidy a vietenovité neurony. Apikéalni dendrity téchto neuroni tvoii svazecky,
které se vétvi a vytvareji apikalni chomacky v Ia. vrstvé. Tato struktura se v prubéhu starnuti
meni a u starSich jedinct je vétveni chomacki chudsi. Tyto zmény by mohly souviset se
zhorSenim prostorového uceni a paméti, které jsou zabezpeCovany funkcemi A29. (Van Groen
et al., 1993). Cast téchto apikalnich dendritickych svazetkil pochazi z neuronii 1. vrstvy a
vykazuji PV — imunopozitivitu. Tyto dendritické svazecky jsou cilem projekci z anteriornich
thalamickych jader. (Ichinohe a Rockland, 2002; Ichinohe, 2012). V hlubSich vrstvach A29c
je zietelnd V. vrstva. Povrchovéji ulozena vrstva Va je obsazena stiedné velkymi
pyramidovymi neurony, které jsou rozlozeny difusnéji nez neurony v hlubsi Vb. vrstvé.
Takové usporadani V. vrstvy pfipomina strukturu ,,motorické* korové oblasti. Silna V1. vrstva
obsahuje neurony zajistujici kortikothalamicke projekce do anteriornich thalamickych jader
(obr. 4) (Vogt et al., 2004).

1.3.2. Spoje retrosplenialni korové oblasti
Retroplenialni ktira je situovana ve vyznamné pozici mezi hipokampalni formaci a
neokortexem. Diky tomu mé bohaté aferentni a eferentni, ipsilateralni i kontralateralni spoje

s dalSimi korovymi oblastmi a podkorovymi strukturami. Z téch nejvyznamnéjsich korovych

spoju je to predevsim zapojeni jednotlivych oblasti a podoblasti RSC (A29a, b, A29c, A30)
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navzajem mezi sebou a dale jsou to aferentni spoje z hippokampu, subikula a z postsubikula,
ze zrakové korové oblasti A17 a A18 a z pfedni cinguldrni kiiry.

Z podkorovych struktur je to zejména thalamus, jeho anteromedialni (AM), anteroventralni
(AV), anterodorzalni jadro (AD), dale laterodorzalni thalamicke jadro (LD), claustrum a
hypothalamicka corpora mamillaria (Van Groen a Wyss, 1990; Van Groen a Wyss, 1992; Van
Groen a Wyss, 2003). VVSechny aferentni nebo eferentni spoje projikuji do nebo vychéazeji

z odlidnych korovych vrstev. Pro dalsi popis mtizeme rozdélit A29 na dvé podoblasti:
kaudaln€jsi A29a, b a rostralnéjsi A29c. Prehledné zobrazeni nejdulezitéjSich spoji RSC je na

obr. 11.

1.3.2.1. Area294a, b

Aferentni korové projekce do A29a, b pfichazeji ze stejnostranné predni cingularni
kary, z A29c a A30, z hippokampu, ventrélniho subikula a z kontralateralni A29a, b.

Podkorové vstupy pochazeji z claustra, diagonalniho Brocova svazku, rapheélnich
jader, locus coeruleus a z thalamu. Thalamické projekce vystupuji predevsim z AD a LD
jadra, a slabsi spoje z AV jadra a z ncl. reuniens. Vlakna z AD jadra kon¢i primarné v 1., 1ll. a
IV. vrstvé, zatimco axony z LD jadra se vétvi jenom v L. vrstvé. Subikulum projikuje hlavné
do Il. vrstvy, zatimco vlakna z postsubikula kon¢i v 1. a I11.-V. vrstvé. Homotopické axony
z kontralateralni A29a, b vytvaieji hustou terminalni pletefi ve IV. a V. vrstvé, s mensim
poctem zakonceni v I. a V1. vrstvé.

Korova eferentace bézi do piedni cingularni kiry, do A29c, A30 a do postsubikula.
Tyto korové eferenty zac¢inaji ve I1., II1., V. a VI. vrstvé A29a, b. Kontralateralni eferentace
vystupuje ze IL., III. a V. vrstvy a sméiuje do A30 a A29. Podkorové eferentni projekce
sméruji do stejnostrannych AV (tato projekce je bilateralni) a LD (do jeho dorzalni Casti)

jader thalamu. Tato vlakna vystupuji ze V1. korové vrstvy (Van Groen a Wyss, 1990).
1.3.2.2. Area 29c

Korové aferentace do A29c ptichazi z ptedni cingularni kliry, zrakové korové oblasti
Al8, z A29a, b, A29c, z hippokampu (pole CA1), z dorzélniho subikula a postsubikula.

Pfivody z cingularni kiiry konéi pfevazné v rostroventralni ¢asti A29¢ (v hloubce 1. vrstvy a

Vv I11.-V. vrstvé). Vldkna ze zrakové oblasti sméiuji do dorzalni Casti A29c, do hluboké casti 1.
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vrstvy a do 1V.-V. vrstvy. Subikulum projikuje do I1. a Ill. vrstvy, zatimco terminace
z postsubikula jsou omezeny na l. a I11. vrstvu.

Podkorové aferentni projekce vystupuji hlavné z claustra, horizontalniho raménka
Brocova diagonalniho svazku, z thalamickych jader AV, AD, LD a z ncl. reuniens, a dale
z kmenovych struktur (ncll. rapheales a locus coeruleus). Vlakna z AD jadra thalamu kon¢i
v I, I alV.vrstvé, z LD jadra pak v I, III. a IV. vrstvé. Projekce z AV jadra je slabé a
vytvaii jenom ohrani¢ené shluky terminaci v povrchové zoné 1. vrstvy.

Hlavni eferentni korové projekce z A29c sméfuji do ipsilateralni kaudalni oblasti
piedni cingularni kiiry, do area A18, A29a, b, do postsubikula a mensi porce vlaken pak
sméruje do prelimbické a kaudalni okcipitalni ktiry. Eferentace zacina typicky v IV. a V.
vrstve (pro zrakovou kiliru), v V. vrstvé ma sviij ptivod postsubikularni projekce a z V. a VI.
vrstvy vystupuji vldkna pro cingularni a retrosplenialni korové oblasti. Tato vlakna konci
typicky v I. a ll1.-V. vrstvé jmenovanych cilovych oblasti. Kontralateralni projekce je z vétsi
¢asti homotopicka a kon¢i prevazné v druhostranné A29c, a v mensi mife sméruje do A29a, b
a do postsubikula. Tyto spoje konc¢i zejména v V. korové vrstvé, s mensim poctem zakonceni
Vv L. a VL. vrstvé.

Eferentni podkorové projekce sméruji do thalamu, zejména jeho AV a LD jader, slabé
projekce pak do AD jadra, do ncl. reuniens a ncl. reticularis. Jejich zdrojem je VI. vrstva.
Velmi mala cilova pole jsou v kaudalni dorzomedialni ¢asti striata a v corpora mammilaria (z

malé skupiny neuronti V. vrstvy ve ventralni ¢asti A29¢) (Van Groen a Wyss, 2003).

1.3.2.3. Area 30

Korov¢ aferentni projekce do A30 maji sviij piivod v piedni cingularni,
postsubikularni a kontralateralni retrosplenialni kiife a v zrakovych korovych oblastech A17 a
Al18. Aferentace z postsubikula kon¢i v I. a I11.-V. vrstvé, vlakna ze zrakovych korovych poli
maji sva zakonceni hlavné v 1. vrstvé, axony z kontralateralni A30 vytvareji hustou terminalni
pletent v L.-IV. vrstvé s jenom minimem terminaci v hlubSich vrstvach. Vlakna vystupujici
z A29 maji terminace v 1. a III. vrstvé. Projekce z piedni cingularni kiry pak kon¢iv l.a V.-
VL. vrstvé A30.

Podkorové spoje vystupuji z thalamickych jader, ale i z dalSich podkorovych struktur.
Projekce z thalamickych jader vystupuje hlavné z AM a LD jadra. Vyrazna zakonéeni v I. a
H1L-IV. vrstvé vytvaieji vlakna z LD, hlavni porce vlidken z AM konci v I. a IV.-VI. vrstvé.

Dalsi thalamicka jadra, AV, AD nebo ncl. reuniens, vydavaji jenom slabé projekce do I. a Ill.-
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IV. vrstvy A30. Z ostatnich podkorovych vstupti miizeme zminit claustrum, kde vlakna pro
A30 pochéazeji z celého jeho rozsahu, Brociv diagonalni svazek (primarné horizontalni
raménko, v malé mife i vertikalni raménko), a kmenové ncll. rapheales a locus coeruleus.

Korova eferentace z A30 sméruje do stejnostranné piedni cingularni kiry, do
retrosplenialnich, zrakovych (A17, A18) a postsubikularnich korovych oblasti. Zdrojem jsou
neurony v IL, III. a V. vrstvé. Z posledn¢ uvedené vrstvy vybihaji dlouhd vlakna smérujici do
vzdalengjSich oblasti RSC a do pfedni cingularni kiiry. Naproti tomu na eferentaci do
postsubikula se podili jenom V. vrstva. Hlavnim cilem kontralateralnich projekci je
druhostrannd A30, mensi pocet vlaken pak kon¢i v A29a v piedni cingularni a
postsubikul&rni kafe. Tato vlakna vystupuji z 1I. a l11. vrstvy A30, mensi sloZka vystupuje V.
vrstvy.

Podkorové eferentni spoje smétuji hlavné do thalamu. Axony ptichéazejici z A30 se
intenzivné vétvi a kon¢i zejména v LD a v AM jadie, pficemz néktera vlakna piekracuji
stiedni ¢aru a kon¢i v homotopické oblasti druhostranného AM jadra. Projekce do LD jadra je
vsak vyluéné ipsilateralni. Mensi projekce pak kon¢i v AV, LP a ncl. reticularis thalami.
VSechna vlakna pro thalamus pochéazeji ze V1. vrstvy A30. Z V. a VI. vrstvy vychazi
svazecek dlouhych vléken, ktery probiha skrze LP jadro thalamu a konci ve stiedni ¢asti
colliculus superior. Eferentace z A30 sméfuje rovnéz do dorzomedialni ¢asti striata, do ncll.
rapheales a substatia grisea centralis stfedniho mozku (Van Groen a Wyss, 1992; Vogt et al.,
2004).
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2. Otazky a cile préace

Perirhinalni a retrosplenialni korova oblast jsou pfechodnym typem kiiry tvoticim
pfechod mezi neokortexem na jedné strané a allokortikalni hippokampalni oblasti na strané
druhé. Ob¢€ maji vyznamnou roli v pamétovych funkcich, podili se na pienosu epileptickych
aktivit a na navigaci organizmu v prostoru. Az dosud publikované vysledky o inhibi¢nim
mechanizmu téchto oblasti maji pouze orientacni charakter a zcela chybi kvantitativni idaje o
laminarni distribuci PV+ a CR+ neuront v obou oblastech a podrobnéjsi udaje o
morfologickych charakteristikdch obou typli neuront. Pro pfesné pochopeni funkci obou
studovanych korovych oblasti je nezbytné nutné znalost zékladnich vlastnosti téchto neuronti
za fyziologické situace. NaSim cilem bylo tedy:

1. provést podrobnou kvalitativni a zejména kvantitativni analyzu inhibi¢nich

interneuronti v PRC a v RSC za pomoci stereologické a densitometrické analyzy.

2. ovéfit, zda tyto dvé prechodné korové oblasti maji odobné sloZeni interneuronalnich

populaci nebo zda se v zastoupeni CR+ a PV+ neuront lisi.

Vzhledem k tomu Ze jsme srovnavali interneuronalni vybavu dvou piechodnych korovych
oblasti, pfedpokladali jsme, ze zastoupeni CR a PV interneuroni a exprese obou proteint

budou v obou oblastech obdobné.
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3. Material a metody

V nasi studii jsme vySetfovali perirhinalni a retrosplenialni korové oblasti mozku
potkana. Pouzito bylo celkem 8 potkanti kmene Wistar. Mozky byly nafezany na 50 um tlusté
koronalni fezy, které byly barveny podle Nissla a imunohistochemicky pomoci
monoklondlnich protilatek proti CR a PV. Na téchto fezech byly kvantitativné a kvalitativné
hodnoceny interneuronalni populace. Na Nissl-barvenych fezech byla stereologicky zméfena
celkova hustota neuronti ve zkoumanych oblastech. Denzitometricky byla hodnocena opticka
denzita neuropilu. Zmétené hodnoty v jednotlivych oblastech byly porovnany za pouziti

statistického testu Tukey-Kramer.
3.1. Pokusna zvirata

V této studii byly pouzity mozky Sesti potkanti kmene Wistar (samci) staii 3 mésicti o
télesné hmotnosti 350 az 400 gramt. Pro kvalitativni hodnoceni barveni na CaBP byly pouzity
jesté 2 archivni pfipady (samci, 4 mésice, kmen Wistar). Zvifata byla chovana za standardnich
podminek (cyklus 12 hodin svétlo / 12 hodin tma, teplota vzduchu 22+1°C, vlhkost vzduchu
50-60 %, volny pfistup k vod¢ a potrave). Experimenty byly schvaleny Odbornou komisi
Fyziologického ustavu AV CR, v.v.i. a byly provedeny v souladu s platnymi smérnicemi
Evropské rady (The guidelines of the European Community Council directives 86/ 609/EEC
and NIH Guidelines (Assurance No. #A5820-01).

3.2. Pfiprava materialu

Potkantm byla intraperitonealné podana nadmérna davka uretanu (2g/kg). Po preparaci
hrudniho koSe a zavedeni intraaortalniho katétru byl cévni systém perfundovan 0,01 M
fosfatovym pufrem (pH 7,4) a nasledné 4% paraformaldehydem v roztoku 0,1 M fosfatového
pufru o pH 7,4. Mozky byly opatrné v celku vypreparovany z lebe¢ni dutiny, dale postfixovany
v pufrovaném 4% paraformaldehydu po dobu t#i hodin a poté vloZzeny do vzestupné fady
sachardzy (10%, 20%, 30%) v PBS (fosfatovy pufr s chloridem sodnym; PBS - phosphate
buffered saline) pti 4°C. Mozky byly nasledn¢ zamrazeny na suchém ledu a nakrajeny na 50

um silné koronarni fezy na kryostatu Leica CM 1900.
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3.3. Imunohistochemické barveni

Sousedni sériové koronarni fezy byly v sériich ,jeden z péti“ nabarveny ¢&tyrmi
metodami: kresylvioleti podle Nissla, u dalSich fezi byly provedeny immunohistochemické
reakce na pritkaz calretininu (CR), parvalbuminu (PV) a calbindinu (CB). Paty fez z kazdé série
nebyl zpracovén a byl archivovan pro pfipadné dalsi pouziti. Vznikly tedy za sebou nasledujici
série po péti 50 pum silnych fezech, u nichz mezi dvéma za sebou nésledujicimi fezy
nabarvenymi stejnym barvenim byla vzdalenost 250 um. Timto zptisobem byl zpracovan vzdy
cely mozek. Vzhledem k velmi variabilni a z¢asti velmi nizké intenzité¢ barveni na CB-
imunoreaktivni neurony, fezy barvené na CB, nevhodné pro kvalitativni i kvantitativni analyzu
nebyly pouzity.

Imunohistochemicka barveni na prikaz CaBP byla provedena nasledujicim zptisobem:
fezy byly postupné inkubovany metodou free-floating v 0,15% H>O, v PBS po dobu 10 minut,
proplachnuty pétkrat v PBS, permeabilizovany s 0,3% Tritonem X100 a nasledné jednu hodinu
inkubovany pfi pokojové teploté v blokovacim roztoku obsahujicim 2% normélniho koiiského
séra (Vector Laboratories, Burlinghame, CA, USA). Rezy byly dale inkubovany s primarni
protilatkou (mysi anti-CR monoklonalni protilatka, Millipore, fedéni 1:8000, kat. ¢. MAB 1568
nebo mysi anti-PV monoklonalni protilatka, Millipore, fedéni 1:10000, kat. ¢. MAB 1572)
v PBS obsahujicim 1,5% normalniho konského séra a 0,1% Tritonu X100 po dobu 48 hodin pfi
teploté 4°C a potom proplachnuty pétkrat v PBS. Rezy byly dale inkubovéany jednu hodinu pfi
pokojové teploté se sekundarni protilatkou, biotinylovanou konskou protilatkou proti mysSimu
antigenu (Vector) fedénou 1:50, kat. ¢. BA2001, v PBS obsahujici 1,5 % normalniho koniského
séra. Nasledné byly fezy proplachnuty pétkrat v PBS, inkubovany jednu hodinu pfi pokojové
teploté s Avidin-Biotin komplexem (Vectastatin Kit, Vector) a po proplachnuti inkubovany 8
minut s roztokem 0,02% diaminobenzidinu a 0,05% H,O, v PBS. Rezy byly nasledné pfeneseny
na standardni podlozni skli¢ka potazena zelatinou, dehydratovany a prikryty krycim sklickem.

Priklady barveni kresylvioleti a imunohistochemické barveni na CR a PV jsou

znazornény na obrazku 2.

3.4. Ohraniceni korovych oblasti a vrstev

Vétsinu znakd potiebnych K urceni hranic studovanych oblasti jsme byli schopni

spolehlivé rozlisit na fezech barvenych Nisslovym barvenim. Na fezech barvenych CR a PV
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jsme pak identifikovali dalsi strukturdlni charakteristiky umoznujici pfesnéjsi stanoveni hranic
jednotlivych oblasti a korovych vrstev. Detaily budou popséany ve vysledcich.

Pti identifikaci cytoarchitektonickych hranic perirhinalnich korovych oblasti A35 a A36
jsme vychazeli z popisu R. Burwellové (Burwell, 2001). Pro rozlieni retrosplenialnich
korovych poli jsme vychazeli z klasifikace Vogta (Voght et al., 2004), jeZ je povazovana za
ekvivalentni Brodmannové popisu lidskych korovych oblasti (Brodmann, 1909). Vychazeli
jsme z ¢lenéni retrosplenialni oblasti na granularni areu A29 a dysgranulérni areu A30. Area
29 je dale rozdélena na A29a, 29b a 29c. Nicméné hranice mezi jednotlivymi podoblastmi A29
nemohly byt na pouzitém materialu spolehlivé rozliSeny. Proto jsme pro potieby kvantitativni
analyzy povaZovali A29 za jednolitou oblast. V nejnovéjsi modifikaci vySe zminované
nomenklatury RSC, Vogt a Paxinos (2014) navrhuji na podkladé¢ jemnych rozdila
V cytoarchitektonice a zapojeni rozdelit A29c a A30 na rostralni a kaudalni oddil. Ani v tomto
piipadé nebylo mozné na fezech barvenych podle Nissla dusledné rozlisit cytoarchitektonické
charakteristiky nezbytné pro toto rozdéleni.

U PRC byla kvantitativni analyza provedena rostrokaudalné v rozsahu od -2,75 mm do
piiblizné -7,0 mm AP (anteroposteriorné) od bregmatu, s pouzitimi atlasu (Paxinos a Watson,
2007). Uvedeny rozsah pokryva témét celou PRC.

V ptipad¢é RSC kvantitativni analyza zahrnovala rostrokaudalni rozsah oblasti od -1,80
mm po pfiblizné€ -6,55 mm AP (anteroposteriorn¢) od bregmatu (Paxinos a Watson, 2007).
Uvedeny rozsah zahrnuje téméf celou retrospenialni kiru. Ve zbyvajici malé kaudalni ¢asti
RSC rovina fezu neumoziovala tuto ¢ast RSC zahrnout do kvantitativni analyzy. Hranice a
rozsah vySetrovanych korovych arei jsou zndzornény na fezech vedenych nékolika

rostrokaudalnimi urovnémi hemisféry viz obrazek 1.

3.5. Kvalitativni analyza

Kvalitativni analyza byla provedena na obou hemisférach. Hodnoceni
cytoarchitektoniky a imunoreaktivity v jednotlivych areach a vrstvach a rovnéz hodnoceni
somatodendritické morfologie imunoreaktivnich neuronti bylo provedeno na fezech barvenych
Nisslovym barvenim a na fezech kde byly provedeny imunohistochemické reakce na CR a PV.
Byl pouzit program pro analyzu obrazu (Cell*F, Olympus) a digitalni kamery Olympus DP 72
pfipojené k mikroskopu Olympus BX 51.
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3.6. Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza se skladala z denzitometrické a stereologické analyzy a byla

provedena na pravé mozkové hemisfére.

3.6.1. Denzitometrické hodnoceni

Denzitometricka analyza imunoreaktivity neuropilu a neuront pro CR a PV v korovych
aredch 35, 36, 29 a 30 byla provedena na koronarnich fezech rovnomérné vzdalenych
rostrokaudalnich urovni. Pro PRC jsme pouzili 3 koronarni fezy (AP -3.96 mm, AP -5.04 mm
a AP -6.00 mm), pro RSC jich bylo 5 (AP -2.05 mm, AP -3.05 mm, AP -4.05 mm, AP -5.05
mm a AP -6.05 mm od bregmatu, (Paxinos a Watson, 2007). Uhrnem bylo hodnoceno 18,
respektive 30 fezu (3 resp. 5 fezl z kazdého ze 6 potkanli). Snimky byly zhotoveny za pomoci
programu na zpracovani obrazu QuickPHOTO MICRO 2.3, Promicra a digitalni kamery DP 72
piipojené na mikroskop Olympus BX 51. Pro tento ucel byl pouzit objektiv s desetindsobnym
zvetsSenim. Abychom zabranili rozdilim v intenzité osvétleni, vSechny snimky byly pofizeny
pii stejném nastaveni intenzity osvétleni na mikroskopu a pii manualné nastavené fixni
expozi¢ni dob& kamery. Snimky byly nasledné pfevedeny na snimky v odstinech Sedé.

Denzitometrické hodnoceni bylo provedeno za pomoci softwaru pro kvantitativni
analyzu optické denzity v biologické tkani (Denzita, MBF Bioscience -MicroBrightField, Inc.).
Pro kalibraci hodnot luminance (irovné jasu) a pro umoznéni vypoctu relativni optické denzity
(ROD) byly pouzity snimky kalibraéniho prouzku s oblastmi s definovanou hodnotou odstinu

Sedé. Relativni opticka denzita byla vypoctena pomoci vzorce:

kde F je hodnota odstinu Sedé na pozadi (F = 255), Pi je hodnota odstinu Sedé daného pixelu /
pixelti a N vyjadiuje pocet pixell. Nizké hodnoty ROD znamenaji, ze tkani prochdzi vice svétla
a vysoke hodnoty naopak, Ze je vice svétla pohlceno v tkéni a tudiz neni zachyceno kamerou.
Za pouziti regresni piimky byla vypoctena ROD pro kazdou vySetfovanou oblast na
vSech pouzitych fezech. Korova vrstva I byla z denzitometrické analyzy vyloucena. Abychom
eliminovali mozny vliv rozdila v intensité imunohistochemického barveni mezi jednotlivymi

fezy a mezi jednotlivymi zvifaty, ROD byla korigovana vydé¢lenim hodnot namétenych
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Vv jednotlivych vySetfovanych oblastech hodnotou naméfenou v corpus callosum na stejném
fezu. Tato korigovand relativni optickd denzita (cCROD) umoznila porovnani namétfenych
hodnot mezi jednotlivymi fezy a zvitaty. Jako referen¢ni struktura bylo vybrano pravé corpus
callosum, protoZe vykazuje jen velmi nizkou intenzitu imunohistochemického barveni na CR a

PV a je zfeteln¢ ohranicené.

3.6.2. Stereologickéa analyza

Pro stanoveni celkové neuronalni a interneuronalni denzity byla pouZita stereologicka
analyza, umoziujici pfesny vypocet neuront v daném objemu tkané pii analyze omezené ¢asti
celkového objemu. Detailni popis této metodiky a principy, ze kterych vychazi, véetné
vysvétleni vypocti, je mozné najit ve studii Westa a kol (West et al., 1991).

Celkova neuronalni denzita byla méfena na fezech barvenych podle Nissla. Byly
pouzity fezy ze vSech Sesti zvifat. V pfipadé PRC bylo u kazdého zvitete pouzito 17-18
koronérnich fezii, u RSC to bylo 20-22 koronarnich fezli vzdalenych od sebe vzdy 250 um, ve
vySe zminénych rostrokaudalnich intervalech AP -2,75 mmaz AP -7,0 mm pro PRC a AP -1.80
aZ -6.55 pro RSC. Neurony byly po¢itany na kazdém druhém fezu. Jako prvni vyhodnoceny fez
byl vzdy po ndhodném vybéru pouzit prvni nebo druhy fez z rostralniho konce vySetiovaného
AP intervalu. Celkem tedy bylo u kazdého zvifete vyhodnoceno 8- 11 fezli barvenych podle
Nissla. Neurony byly pocitany zvlast pro vrstvy II+IV a pro vrstvy V+VI a nakonec sumarné
ve vsech vrstvach (I11-V1). Korova vrstva | nebyla hodnocena vzhledem k velmi nizkému poétu
interneuronli imunopozitivnich na CR a PV. Pfedevsim PV+ interneurony nejsou ve vrstveé I
prakticky pfitomné.

Pro PRC byl pouzit mikroskop Olympus BX 50 vybaveny motorizovanym stolkem a
CAST Grid stereologickym systémem verze 2.1.5.8 (Olympus, 1999). RSC pak byla
analyzovana na mikroskopu Olympus BX51 s motorizovanycm stolkem a stereologickym
programem Stero Investigator verze 11.01.2 (MBF Bioscience). Rozméry pomocné mtizky a
optického disektoru byly pfizptisobeny zvlast pro kazdou z vySetfovanych oblasti, aby bylo
dosazeno relativné konstantniho poctu pocitanych neuronii a koeficientu chyby < 0,1 u PRC a
< 0.07 pro RSC (coefficient of error — CE) (Gundersen a Jensen, 1987). Rozméry pomocné
miizky byly 133,2 x 133,2 um pro areu 35, 172 x 172 pm pro areu 36, 100 x 100 um pro
povrchové vrstvy RSC a 150 x 150 pm pro hluboké vrstvy RSC. U RSC byla pomocna miizka
otoCena o 17 stupnid proti sméru hodinovych rucicek. V ramci kazdého posuvu zabéru

mikroskopu po pomocné mfizce byly spoc€itany jadra neuronit ve vyfezu (opticky disektor) o
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rozmérech 25,79 x 34,4 um u obou oblasti PRC, 25 x 25 um u povrchovych a 30 x 30 pm u
hlubokych vrstev RSC. Neurondlni jadra byla pocitana v celé tloust'ce fezu za pouziti imerzniho
objektivu o zvétSeni 100x (numerické apertura 1,35, resp. 1,4). Vylouc€ena byla jenom ta jadra,
ktera byla pfi postupném pieostfovani podél osy z zaostiena jiz na hornim povrchu daného fezu.
Neuroglie a endotelové buiiky nebyly pocitany. Neurony byly od glii a endotelovych bun¢k
rozliSeny na zakladé¢ jejich typickych cytomorfolgickych znakt (Barger et al., 2012; Morgan et
al., 2014). Celkovy pocet neuront V kazdé z vySetfovanych oblasti (pfesnéji ve frakci kazdé
oblasti, zavzaté do kvantitativniho hodnoceni) byl vypocten podle vzorce:

N =20 x 1/ssfx l/asf x 1/tsf

kde ssf (section sampling fraction, tedy podil fezli zavzanych do hodnoceni z celkového poctu
fezli obsahujicich prifez danou oblasti) byla 1/10, asf (area sampling fraction, tedy povrch
optického disektoru v rovinach xy / povrch jednoho ¢&tverce pomocné miizky) byla 0,05
v ptipadé A35, 0,03 v ptipadé A36, 0,0625 pro vrstvy II-1V a 0,04 pro vrstvy V-VI u oblasti
A29 a A30 a nakonec tsf (tissue sampling fraction, tedy tlouStka fezu / vyska optického
disektoru v roving z) byla 1. Celkova neuronalni denzita byla nasledné vypoctena vydélenim
celkového poctu neuront vypocteného dle popsaného vzorce celkovym objemem tkéané, ve

kterém byly tyto neurony pocitany. Celkovy objem tkané byl vypocten podle vzorce:

2 viech vyznacenych oblasti zajmu v kazdém rezu (tedy povrchu dané oblasti na konkrétnim

Fezu) x interval mezi jednotlivymi rezy x tloustka rezii

Pro pocitani interneurond byla pouzita mirné pozménéna metoda. Byl pouZit stejny
pocet fezli jako pii hodnoceni celkové neuronalni hustoty, ssf se tedy rovnala 1/10.
Imunoreaktivita cytoplasmy v neuronech imunoreaktivnich na CR a PV byla obecné vysoka a
neziidka i vys$i nez imunoreaktivita jadra. Z tohoto divodu byly pfi pocitani detekovana cela
neuronalni téla a ne pouze jadra. Opét byla proostiena celd tloustka fezu (tsf = 1) a neurony,
jejichz t€lo bylo zaostieno jiz na hornim povrchu daného fezu byly vylouéeny z hodnoceni.
Vzhledem K relativné malému poc¢tu imunoreaktivnich neuronti ve vySetfovanych oblastech
byly zapocitany vS§echny imunoreaktivni neurony v hodnocené oblasti na kazdém hodnoceném
fezu, pfi pouziti imerzniho objektivu se 40nasobnym zvétsenim (numerickd apertura 1,0), tedy
asf = 1. Interneurondlni denzita byla vypoctena stejnym postupem jako celkova neuronalni

denzita.
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3.6.3. Statistické hodnoceni

Analyza variance (ANOVA - analysis of variance) nésledovana Tukey-Kramer
multiple comparison testem byla pouzita pro vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdilt
V korigované relativni optické denzité, celkové neurondlni i1 interneuronalni denzité a
procentualnich podilti interneurond. P hodnoty < 0,05 byly hodnoceny jako statisticky

vyznamneé.
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4. Vysledky

4.1. Obecna charakteristika imunoreaktivity calretininu a parvalbuminu

Na obrazcich 1, 4, 5 a 6 jsou vyznaCeny hranice kortikalnich oblasti, tak jak jsme je na
pouzitém materialu stanovili na zéklad¢ charakteristik popsanych v literatuie (Burwell, 2001,
Vogt et al., 2004; Paxinos a Watson, 2007) a také na zakladé rozdili v imunohistochemickém
barveni popsanych niZe. Charakteristiky imunohistochemického barveni, tak jak jsou popsany
V nasledujicim oddilu, jsou znazornéné na obrazcich 2, 5 a 6. Vysledky dosazené pti studiu
distribuce CR+ a PV+ neuronti a ¢ast obrazové dokumentace byly publikovany ve dvou

studiich (Barinka et al., 2012; Salaj et al., 2015).
4.1.1. Calretinin v PRC

Celkova hladina CR imunopozitivity v PRC je vyrazné vyssi nez v sousedici
entorhindlni korové oblasti. Vyrazny a ndhly pokles CR imunopozitivity na ptechodu
perirhindlni a entorhinalni ktry spolehlivé urcuje ventralni hranici PRC (obr. 5A). Vysoka
intenzita barveni I. vrstvy, typicka pro vSechny korové oblasti, je v PRC a zvlasté v A35
mnohem vice zfetelnéjsi nez v sousednim temporalnim neokortexu. V A35 je intenzita
barveni v IL., II1., V. a VL. vrstvé (v A35 chybi IV. vrstva) relativné homogenni s jenom
nepatrné vyssi intenzitou v hlubokych oblastech I11. a VI. vrstvy. V A36 je zietelné patrné
trilaminarni uspofadani CR imunopozitivity s vyrazné vyssi intenzitou barveni v I. vrstve,

Vv hluboké zoné II1.-1V. vrstvy a v hloubce V1. vrstvy a s nizkou intenzitou barveni ve II.,
povrchové zoné III. a v V. vrstvé. Smérem k dorsalngji uloZzené temporalni oblasti Te3V
mizeme pozorovat pokles imunopozitivity, nicméné piechod A36 / ATe3V je méné vyrazny
nez vyse zminovand hranice A35 / entorhinélni kiira (obr. 5A).

Nepozorovali jsme zadné vyznamné zmény v rozloZzeni CR imunopozitivity podél
rostrokaudalni osy PRC (obr. 7). Rostralné uloZena insularni kiira se od PRC odlisuje nizkou
intenzitou barveni (jenom mirné vyss$i nez okolni entorhinalni kiira a neokortex) a také
pritomnosti claustra pod VI. vrstvou insularni kiiry. Hranici s kaudalné lezici postrhinalni
ktirou je obtizné spolehlivé stanovit pro podobnou intensitu barveni a obdobné laminarni

rozloZeni imunopositivity.
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4.1.2.Calretinin v RSC

Na rozdil od perirhindlni kliry, v niz byla intenzita CR pozitivity neuropilu vyrazné
vysSi nez v sousednim temporalnim neokortexu (Barinka et al., 2012), jsme zaznamenali jen
malé rozdily v celkové intenzité barveni mezi RSC a okolnim neokortexem (obr. 2B).
Nicméné rozdily v imunoreaktivité v ramci jednotlivych korovych vrstev jasné€ odliSuji
retrosplenialni oblasti 29 a 30 od sousedicich korovych poli (obr. 6A). Vysoka intenzita
barveni v 1. korové vrstvé, typicka pro vSechny oblasti je v RSC mén¢ vyrazna nez v okolnim
neokortexu a zejména ve srovnani s PRC (obr. 2A a 6A). Pod 1. vrstvou muzeme vidét svétly
pruh nizké CR imunoreaktivity ve II. vrstvé a v povrchové ¢asti III. vrstvy (obr. 6A). Tento
pruh je v A29 ostie ohrani¢en smérem k povrchu i do hloubky, v A30 jsou jeho hranice mén¢
ostré. Tento rozdil je vyrazny a umoziiuje spolehlivé rozliSeni obou korovych oblasti. Dale
muzeme v A29 vidét tenky a jasné ohrani¢eny prouzek vyssi CR imunoreaktivity zabirajici
celou tenkou IV. vrstvu a stejné tak nejpovrchngjsi ¢ast V. vrstvy (obr. 6A). Stejné jako
Vv pfedchozim ptipad¢ je ohrani¢eni tohoto prouzku vyssi CR pozitivity v A30 méné jasné,
zato se stava vyrazné tlusts$i v porovnani s A29. Hluboka ¢ast V. vrstvy a cela V1. vrstva se
vyznacuji nizkou intenzitou CR imunoreaktivity (s vyjimkou nejhlubsi ¢asti V1. vrstvy v A29,
jak je popsano nize), ktera se mezi A29 a A30 vyraznéji neméni (obr. 6A).

V rostralni ¢asti RSC hrani¢i A29 ventralné s corpus callosum (obr. 1A-E). Samotné
corpus callosum je CR negativni, zatimco na prechodu mezi nim a A29 nalezneme velmi
tenky prouzek silné CR pozitivniho neuropilu, ktery zasahuje skrz celou tloustku kury. Pod
timto prouzkem miizeme vidét v nejmedidlnéjsi casti cingula pole s vyraznou CR pozitivitou,
pokracujici do nejhlubsich oblasti VI. vrstvy oblasti 29. Zda se, ze toto pole se sklada
z transverzalné pietatych CR pozitivnich vlaken, které probihaji podél rostrokaudalni osy pod
RSC a nakonec vymizi v jeji nejkaudalnéjsi ¢asti (obr. 8A, C).

V kaudalni ¢asti RSC hrani¢i A29 ventralné s dorzalnim subikulem a kaudalngji
s postsubikulem (obr. 1F-I). Hranice mezi A29 a dorzalnim subikulem je jasné rozlisitelna.
V postsubikulu je celkova intenzita barveni na CR podobna jako v A29, ale chybi zde
zminovany pruh nizké intenzity I1. a III. vrstvy A29 (obr. 8E)

A30 hranici lateralné v rostrokaudalnim sméru nejdiiv se sekundarni motorickou
ktirou, pak s mediélni parietalni asocia¢ni klirou a nakonec se sekundarni zrakovou ktirou
(obr. 1). I kdyz kazda ze jmenovanych oblasti ma svoje vlastni charakteristické uspofadani
CR imunoreaktivity, mizeme najit ur¢it¢ obecné znaky, které umoznuji urcit hranici mezi

nimi a retrosplenialni A30. Zaprvé A30 vykazuje ponékud nizsi intenzitu CR barveni v I.
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vrstve, zadruhé vyse popsany pruh intenzivniho barveni v povrchové ¢asti V. vrstvy A30
pfechazi do rovnomérnéji vyssi intenzity barveni v V. a VL. vrstvé sousedicich
neokortikalnich oblasti (obr. 6A).

Rostraln¢ od RSC se rozklada cingularni ktira, ve které je intenzita CR barveni
mnohem homogennéjsi ve vSech korovych vrstvach. Jasné ohrani¢eny pruh nizké intenzity
barveni typicky pro IL/IIL. vrstvu RSC v cingularni ke chybi.

Celkové intenzita a rozlozeni CR barveni se v RSC podél rostrokaudalni osy vyraznéji
neméni s jednou vyjimkou vysSi intenzity barveni v oblasti 29a, ktera se nachazi jen
v kaudalnich fezech (obr. 8E). Nepozorovali jsme zadné rozdily v rozloZeni barveni mezi
oblastmi 29b a 29c¢, nicmén¢ jak uz bylo feceno vyse, jednozna¢né vymezeni hranic mezi

jednotlivymi podoblastmi A29 nebylo na CR barvenych fezech mozné.

4.1.3. Parvalbumin v PRC

V protikladu k CR- imunoreaktivité¢ jsou fezy barvené na PV charakteristické vyrazné
vrstvé PRC je PV- imunopozitivita minimalni. V A35 mazeme vidét ve II. a II1. vrstvé jenom
mirnou intenzitu zbarveni, coz zieteln¢ ohranicuje tuto oblast od sousedni entorhinalni kury
s vysokou intenzitou zbarveni v povrchovych vrstvich. Tenky prouzek vysoké intenzity PV
barveni je konstantné pfitomen v V. vrstvé A35. Nicméné v hlubokém oddilu V. vrstvy a
Vv VL. vrstvé je intenzita PV barveni podobn¢ nizké jako ve II. a III. vrstvé. V A36 troven
imunopozitivity mirné vzrista ve IL-IV. vrstvé (zejména v II. vrstv€) a méné vyrazné také
Vv VL. vrstvé (obr. 5B).

Podobné jako u CR jsme ani u PV nepozorovali Zzadné vyznamné zmény v rozlozeni
PV imunopozitivity podél rostrokaudalni osy PRC. (obr. 7D-F) | kdyzZ je intenzita zbarveni
Vv rostralnéji ulozené insularni klite mirn€ vyssi nez u PRC, jeji rozlozeni je velice podobné
jako u PRC a neumoziiuje tak ptesné urceni hranice mezi PRC a insuldrni klirou. Stejné tak je
nemozn¢ urcit presné kaudalni hranici PRC jenom s pouzitim PV barvenych fezt, protoze

navazujici postrhinalni kura vykazuje velice podobnou intenzitu a distribuci barveni.

4.1.4. Parvalbumin v RSC

Na fezech barvenych na parvalbumin jsme v RSC nepozorovali tak vyrazné rozdily

oproti sousedicimu neokortexu jako v piipadé materialu barveného na CR (obr. 2C a 6B).
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V A29 1. vrstva vykazuje jenom nizkou intenzitu zbarveni. Hloub¢ji miizeme najit pruh
vysok¢ intenzity ve II. vrstvé, ostie ohraniceny proti vrstvé L., jehoZ intenzita postupné klesa
smérem k III. vrstv€. Tato spolu s vrstvou IV. vykazuji jenom nizkou PV imunopozitivitu,
VI vrstvé.

Na hranici mezi A29 a A30 je patrny nahly a vyrazny vzestup tloustky pruhu vysoké
intenzity ve II. a I1L. vrstvé, spole¢né s mirnym zdZenim vysoce intenzivniho pruhu v V.
vrstvé (obr. 6B) Diky t€émto vyraznym zménam v rozlozeni imunoreaktivity mizeme jasné
rozlisit hranici mezi A29 a A30 na PV barvenych fezech. Nenasli jsme zadny rozdil v drovni
PV imunoreaktivity mezi oblastmi A29b a A29c. V A29a se jednotlivé pruhy vyssi / nizsi
intenzity PV barveni ¢astecné spojuji a vytvareji jednolity vzorec barveni. Jak dorsalni
subikulum, tak postsubikulum vykazuji ve srovnani se sousedni A29 vyssi celkovou intenzitu
barveni ve vSech korovych vrstvach (obr. 8F).

Hranici mezi A30 a sekundarni motorickou kiirou, medialni parietalni asocia¢ni kiirou
a sekundarni zrakovou klirou nebylo mozné v ptipad¢ materialu barveného na PV spolehliveé
urcit (obr. 6B a 8B, D a F). Stejné tak jsme nenalezli vyznamné rozdily v celkové intenzité

barveni PV imunoreaktivnich ezl v pribéhu rostrokaudani osy (obr. 8B, D, F)

4.2. Neuronalni morfologie

4.2.1. Morfologie neuronii v PRC

Obecné somatodendriticka morfologie CR+ a PV+ neuronti v obou studovanych
oblastech byla méné rozliSitelna nez v okolnich neokortikalnich oblastech. U znacné ¢asti
vysetfovanych neuront bylo nabarveno jenom bunééné télo s proximalnimi dendritickymi
segmenty. Ve vSech ptipadech byli dendritické stromy neuront ze V. a VL. vrstvy 1épe
nabarvené a viditelné nez ve 1I. a III. vrstv€. Mezi neurony jejichz dendrity byli dostate¢né
nabarveny jsme mohli rozeznat tfi zakladni morfologické typy: Vertikalné orientované
bipolarni / ,,bitufted neurony, multipoldrni neurony a horizontaln¢ orientované bipolarni /
,bitufted” neurony. Nizky pocet nekompletn¢€ nabarvenych neuronti v 1. vrstvé neumoznil
jejich podrobnéjsi analyzu a proto jsme se zaméfili na morfologii imunopozitivnich neuronti
z I1.-VL vrstvy. CR+ a PV+ neurony v obou vysetfovanych oblastech vykazovali ve vSech

piipadech morfologii nepyramidového typu.
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4.2.1.1. Calretinin
Celkové bylo popsano 102 CR+ neuronti ze 6 histologickych fezili a tyto pak nasledné
rozdéleny do tii skupin na zékladé jejich morfologického typu. Ukdzka relativniho zastoupeni

kazdého typu v riznych oblastech nebo vrstvach je na (obr. 12)

1. Vertikalng orientované bipolarni nebo ,,bitufted neurony
Nejcastéji se vyskytujici typ CR+ neuront byl bipolarni typ. (obr. 9A) Tyto bunky
tvorili nejvétsi skupinu v jak v povrchovych (I1.-1V.), tak v hlubokych korovych
vrstvach (V.-V1.) obou oblasti. Dva dentrity (bipolarni) nebo mén¢ ¢asto dva
svazky/trsy dendritt (,,bitufted*) odstupujici z protilehlych polu ovalného nebo
vietenitého téla. Dendritické vétve Casto zasahuji do sousedicich povrchovéjsich a
hlubokych korovych vrstev.

2. Multipolarni neurony
Buné¢na téla multipolarnich CR+ neuronti méli nejcastéji tvar mnohouhelniku, se
ttemi nebo ¢tyfmi hlavnimi dendrity radidlné odstupujicimi z téla a mificimi vSemi
sméry do okoli (obr. 9B). Mén¢ Casto jsme nalezli neurony typu obracené pyramidy.
Tyto buiiky byli nicmén¢ zietelné mensi nez bézné pyramidové neurony.

3. Horizontaln¢ orientované bipolarni nebo ,,bitufted neurony
U tohoto vzacného typu CR+ neuronti vétSinou protilehlych poli fusiformniho téla
odstupovaly 2 svazky/trsy dendritl, fid¢eji jenom dva primarni dendrity (obr. 9C). Na
rozdil od vertikaln€ orientovanych CR+ neuronti, kde si dendrity zachovavali svoji
puvodni orientaci, se smer dendritickych vybézki u téchto neuronti casto ménil na

diagonalni, pfipadné na Gpln¢ vertikalni.

4.2.1.2. Parvalbumin

Celkové¢ bylo popsano 184 PV+ neuronti ze 6 histologickych fezt a tyto pak nasledné
rozdéleny do tii skupin na zékladé jejich morfologického typu. Ukdzka relativniho zastoupeni

kaZdého typu v riznych oblastech nebo vrstvach je na (obr. 12)
1. Vertikalni bipolarni nebo ,,bitufted* neurony

Tento typ PV+ neuront jsme nachazeli jenom vzacne. Obvykle mély ovalné

perikaryon s dendrity odstupujicimi z horniho a dolniho p6lu bunééného téla (obr.
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9D). Proximalni dendrity byli vétSinou tlustsi ve srovnani s CR+ neurony stejného
morfologického typu. Prakticky ve vSech ptipadech byly dostate¢né nabarveny
jenom proximalni useky dendritického stromu.

2. Multipolarni neurony
Neurony tvorici nejpocetnéjsi PV+ typ neuronti ve vSech vySetfovanych oblastech
a vrstvach. Bunécna téla méla typicky kulaty nebo ovalny tvar, ¢asto se ¢tyfmi
nebo i vice dendrity, radialné se vétvicimi do vSech sméri (obr. 9E). Dendrity byly
vétSinou velmi tenké a slab¢ zbarvené, a tak jsme mohli pozorovat jenom jejich
proximalni useky.

3. Horizontélni bipolarni nebo ,,bitufted* neurony
Malo ¢asty morfologicky typ PV+ neuroni jsme pozorovali ¢astéji v hlubSich
korovych vrstvach. Stejné jako u jinych PV+ morfologiich typt byly obvykle

vyrazngji zbarveny jen proximalni segmenty dendritti (obr. 9F).

4.2.2. Morfologie neuronii v RSC

Obecné byla neuronalni morfologie 1épe rozliSitelna u neuronii barvenych na CR nez u
téch barvenych na PV. (obr. 9) Buné¢na téla, proximalni dendrity i distalni ¢asti dendritickych
segmentil byly rozeznatelné u naprosté vétSiny CR barvenych neuronil. Intenzivnéji zbarveny
dendriticky strom spolu s delsimi dendritickymi segmenty byly ¢astéjsi ve vrstvach V.-VI.
nezZli v supragranularnich vrstvach. Naproti tomu u PV barvenych neuronti bylo mozno
pozorovat jenom bunécna téla a prilezitostné proximalni dendrity. Jejich distalngjsi iseky
nebylo mozno rozlisitproti siln€¢ imunopozitivnimu neuropilu.

Celkovy pocet imunoreaktivnich neuronii v I. vrstvé RSC byl velice nizky a z tohoto diivodu
nedovoloval systematickou morfologickou analyzu. Stejné tak by zahrnuti této vrstvy do
kvantitativni analyzy vneslo chybu / nepfesnost do srovnani celkové neuronalni denzity mezi

RSC a PRC z diivodu rozdilné relativni tloust’ky I. vrstvy (ve vztahu k celkové tloust'ce kiry).

Z uvedenych diivodt se analyzovali jenom vrstvy IL.-VI.
4.2.2.1. Calretinin
Celkové¢ bylo popsano 505 CR+ neuronil ze 16 histologickych fezii a tyto pak

nasledné rozdéleny do tii skupin na zékladé¢ jejich morfologického typu. Ukézka relativniho

zastoupeni kazdého typu v rtiznych oblastech nebo vrstvach je na (obr. 12)
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1.

Vertikalné orientované bipolarni nebo ,,bitufted neurony

Nejcastéji se vyskytujici typ CR+ neuront byl bipolarni typ. (obr. 9A) Tyto bunky
tvorily nejvétsi skupinu v hlubokych korovych vrstvach (V.-V1.) obou oblasti, ale ne
v povrchovych vrstvach I1.-1V., kde byly nejc¢ast€js$i multipolarni neurony. Jejich
perikarya byla obvykle ovalna nebo vietenitd, se dvéma bipolarnimi dendrity
odstupujicimi z protilehlych polt bunécného téla. Méné Casto se vyskytovaly burky se
dvéma svazky/trsy dendritt (,,bitufted), které pokracovaly do sousednich korovych
vrstev.

Multipolarni neurony

Multipolarni neurony (obr. 9B) byly druhou nejvétsi skupinou celkem a nejcastéji se
vyskytujicim bunéénym typem v povrchovych korovych vrstvach (11.-1V.) obou
oblasti. Obvykle jsme rozlisili 3 nebo 4 dendrity radialné odstupujici z kulatého
buné¢ného téla. Méné Casto jsme pozorovali morfologii ovalnou nebo typu obracené
pyramidy.

Horizontalné orientované bipolarni nebo ,,bitufted* neurony

Horizontalné orientované CR+ neurony (obr 9C.) tvofily jenom malou ¢ast celkové
populace v obou studovanych oblastech. Zpravidla mély ovalné télo a bud’ dva
svazky/trsy dendritli nebo dva primérni dendrity odstupujici z obou protilehlych pola

bunécéného téla.

4.2.2.2. Parvalbumin

Pokud jde o PV+ neurony v RSC, u naprosté vétsiny pozorovanych neuronti bylo

rozliSitelné pouze bunécné télo piipadné kratké segmenty primarnich dendritti. Bunécné
vybézky byly dobie nabarvené, ale jenom vyjimeéné je bylo mozno odlisit od siln¢ PV
imunopozitivniho neuropilu. Vétsina rozliSitelnych neuronti méla télo okrouhlé, nebo tvaru
obracené pyramidy, pfipominajici morfologii multipolarnich neuronii. Mén¢ Casto jsme

pozorovali v hlubokych vrstvach neurony s vertikalné orientovanym télem ovalného tvaru.
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4.3. Denzitometricka analyza calretininové a parvalbuminové imunoreaktivity

Denzitometricka analyza slouZila kvantifikaci rozdili v CR a PV imunoreaktivité
neuropilu v PRC a RSC. M¢fili jsme korigovanou optickou denzitu (cROD) v obou

studovanych oblastech (viz. Material a metody). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 2.

4.3.1 Denzitometrie v PRC

Na CR barvenych fezech byla nejvyssi cROD v A35 (4.7£0.5 ). Mirng, ale
nesignifikantné, niz§i hodnoty pak byli naméfeny v A36 (4.4+0.6). Na fezech barvenych PV
byli hodnoty cROD 3.7+0.4 pro A35 a 5.1+0.7 pro A36, opét bez statisticky vyznamného
rozdilu. Pro ur€eni ptipadnych rozdilti v CR a PV imunopozitivité¢ podél rostrokaudalni osy
jsme porovnali cROD ze tfi riznych rostrokaudalnich urovni pro vSechny studované oblasti.
Nepozorovali jsme Z&dné statisticky vyznamné rozdily v hodnotach cROD ze zminovanych

oblasti (bez ¢iselnych dat, pro ptedstavu obr. 7)

4.3.2. Denzitometrie v RSC

V CR barvenych fezech byla hodnota cROD 2.1 v obou popisovanych oblastech.
V fezech barvenych na PV byla hodnota cROD vyrazné vyssi, 4.5 v A29 a 4.4 v A30 (obr. 6).
Pro ur¢eni moznych rozdilt v imunoreaktivité¢ pro CR a PV podél rostrokaudalni osy jsme
dale zméfili cROD z 5 riiznych trovni v obou zkoumanych oblastech. Nebyla nalezena Zadna

statisticky vyznamna odchylka v hodnotach cROD ve vsech vySetfovanych fezech (obr 8).
4.4. Kvantitativni analyza hustoty imunoreaktivnich neuront
4.4.1. Hustoty CR+ a PV+ neuront

Hustota CR+ a PV+ neuronii v A29, A30, A35 a A36 byla urcena stereologicky a
vyjadiena jako pocet neuronti na 1 mm3 mozkové kiiry + smérodatna odchylka (S.E.M.)

samostatné a zvlast’ pro korové vrstvy Il.-IV., V.-VI. a nakonec celkové I1.-VI. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce 1.

36



4.4.1.1. Hustoty CR+ a PV+ neuronii v PRC

4.4.1.1.1. Calretinin

Distribuce CR+ neuronti byla podobna v obou studovanych oblastech, s vysokou
neuronalni hustotou v povrchovych a vyrazné nizsi hustou v hlubokych korovych vrstvach.
Déle jsme pozorovali rozdily v neuronalni hustoté mezi studovanymi oblastmi. Tato hodnota
klesa podél ventrodorzalni osy, s nejvyssi hodnotou v A35 (31944211 neuroni/mm3 pro
vrstvy 11.-V1.) a mnohem niz8i hodnotou v A36 (2520+363 neuronti na mm3) a jevi klesajici
tendenci smérem dorzaln¢ (Barinka et al., 2012). Tento pokles je zvlasté vyrazny

v povrchovych vrstvéach I1. a I (11.-IV.) (tab. 1 pro ¢iselné hodnoty, piip obr. 7).

4.4.1.1.2. Parvalbumin

V obou studovanych oblastech byli PV+ neurony rozlozeny podobn¢ jako CR+
neurony, s vyssim poctem bunck v povrchovéjsich korovych vrstvach i kdyz rozdil mezi
jednotlivymi vrstvami nebyl tak markantni jako v pfipadé CR+ neuronti. Na rozdil od CR+
neuronii byly PV+ neurony rozlozeny rovnomérnéji mezi studované oblasti. Neuronalni
hustota v A35 byla 3805+120 neuront/mm3 pro IL.-VI. vrstvu a jenom nesignifikantné vyssi
byla v ptipadé A36 (4336+223 neuronti /mm3) (tab.1).

4.4.1.2. Hustoty CR+ a PV+ neuronii v RSC
4.4.1.2.1. Calretinin
Rozlozeni CR+ neuronti bylo velice podobné v A29 a A30, s vysokou hustotou
Vv povrchovych korovych vrstvach a vyrazné niz8i hustotou v hlubokych vrstvach. Nicméné,

celkové byla vyssi hustota neurond v A29 ve srovnani s A30. Tento rozdil byl statisticky

vyznamny.
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4.4.1.2.2. Parvalbumin

Hustota PV+ neuronti v V.-VI. vrstvé byla vyrazné vyssi v A29 ve srovnani s A30.
Rozdily v neuronélnich hustotach zbyvajicich oblasti (vrstvy I1.-1V. a 11.-V1.) nedosahly

statistické vyznamnosti.

4.4.2. Celkova neuronalni hustota a procenta CR+ a PV+ neuronti z celkové neuronalni
hustoty

Abychom vylouc¢ili moznou chybu pii srovnani jednotlivych korovych oblasti, ktera
by mohla byt zptisobena rtiznou hustotou neurond Vv sulcus rhinalis a na konvexité hemisféry,
stanovili jsme celkovy pocet neuronti na fezech barvenych podle Nissla a poté jsme vyjadfili
relativni poCty interneuronti ve vSech jednotlivych studovanych oblastech jako procenta

celkové neuronalni populace.

4.4.2.1. Celkova neuronalni denzita v PRC

Celkova neuronalni hustota byla konzistentn¢ vyssi v povrchovéjSich vrstvach obou
studovanych oblasti. Ve srovnani obou oblasti byla jak celkova neuronalni hustota ve I1.-1V.
vrstvé tak neuronalni hustoty jednotlivé zméfeny pro povrchové i hlubokeé vrstvy vyssi v A35

a nizsi v A36. Jednotlivé hodnoty a trovné statistické vyznamnosti jsou v tab.1.

4.4.2.1.1. Calretinin

Trend vyrazného poklesu CR+ neuronalni hustoty podél ventrodorzalni osy byl
zachovan i v piipadé ze jsme vyjadfili jeji hodnoty v procentech celkové neuronani populace.
CR+ interneurony tvoii 6,4% v A35 a 5,5% v A36 z celkove neuronalni populace I1.-VI.
vrstvy (tab. 1).

4.4.2.1.2. Parvalbumin
Na rozdil od CR+ neuronil jsme pozorovali jenom statisticky nevyznamné rozdily

V procentudlnim vyjadieni neuronélni hustoty PV+ neuroni z celkové hustoty neuront ve

studovanych oblastech (tab.1).
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4.4.2.2. Celkova neuronalni denzita v RSC

Celkova neurondlni hustota (urcena stereologicky na fezech barvenych podle Nissla)
byla vyrazn¢ vyssi v povrchovych vrstvach v A29 ve srovnani s A30. Diky tomuto
markantnimu rozdilu v 11.-IV. vrstvé byla i celkova hustota v I1.-V1. vrstvé vyrazné vyssi
v A29 proti A30, i kdyZ celkova hustota v V.-VI. vrstvé obou studovanych oblasti byla
podobna.

4.4.2.2.1. Calretinin

Trend poklesu CR+ neurondlni hustoty podél ventrodorsélni osy nebyl zachovan, kdyz
se hodnoty vyjadtily jako procenta z celkové neuronalni populace. CR+ interneurony tvofiily
2.2% v A29 a 2.1% v A30 z celkové populace I1.-V1. vrstvy (tab. 1).

4.4.2.2.2. Parvalbumin

V piipadé PV+ neuronti nebyl nalezen Zadny vyznamnéjsi rozdil. Z celkové populace
I1.-VL. vrstvy tvofily PV+ interneurony 4.4% v A29 a 4.5% v A30 (tab. 1).
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Tabulka 1

(A) Absolutni neuronalni hustota na mm? kiry + S.E.M.

A29 A30
I.-1V. V.-VI. I1.-VI. I.-1V. V.-VI. I.-VI.
Nissl 145969 +8304* 68815 + 2160 93477 + 3456~ 07484 + 3468 67146 £2265 79904 + 1098
CR 5363 £ 165% 1174 + 30* 2050 + 54~ 3330 + 221 953 + 62 1656 + 106
PV 4461 + 223 3932 + 310% 4059 + 282 4715 + 247 3064 + 206 3578 + 196
A35 A36
I.-1V. V.-VI. I1.-VI. I.-1V. V.-VI. I.-VI.
Nissl ~ 53803 + 8422 47716 + 2359 50365 + 1257 47926 + 863 45442 + 1286 46500 + 1053
CR 4967 + 4282 1439 = 90 3194 + 211 3617 + 296 1143 = 85 2520 + 363
PV 4805 + 202 2930 + 150 3805 + 120 5240 + 297 3550 + 210 4336 + 223

(B) Procentualni podily CR a PV imunoreaktivnich neuroni z celkové neuronalni populace + S.E.M.

A29 A30
I.-1V. V.-VI. I1.-VI. I.-1V. V.-VI. I.-VI.
CR 3,7+0,3 1,701 22%0,1 35%0,2 1,4+0,1 21+0,1
PV 3,1+0,3% 57%05 44+04 49+0,3 46+0,3 45+0,3
A35 A36
I.-1V. V.-VI. I1.-VI. I.-1V. V.-VI. I.-VI.
CR 9,2+0,7 3%£0,2 6,4+04 7,6+0,7 25%0.2 55%0,9
PV 89+04 6,2+0,2 76+02 11+0,8 7907 9,4+0,7

X — statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s A30, p < 0,05.

a — statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s A36, p < 0,05.

Tabulka 2

Korigovana relativni opticka denzita neuropilu £ S.E.M. u CR a PV imunoreaktivity

A29 A30 A35 A36
CR 2,1+0,2 2,1+0,2 4,7+0,5 4,4+0,6
PV 45+0,7 4,4+0,6 3,7+0,4 5,1+0,7
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5. DISKUZE

Neokortikalni formace savciho mozku se sklada ze dvou zakladnich typti neuronti. 20
— 30 % korovych neuronti tvoii lokélni interneurony, exprimujici inhibi¢ni mediator GABA,
70 — 80 % predstavuje excitacni (projekéni) glutamatergni neurony s prevazujici pyramidovou
morfologii. DalSi klasifikace korovych interneuront je zaloZena na jejich neurochemickém
fenotypu, na jejich funkénich vlastnostech a synaptologii. Exprese kalcium-vazicich proteint
se ukazala jednou z moznosti na dalsi parcelaci korovych interneuronti. Calretinin a
parvalbumin které jsou exprimovany vyluéné v korovych interneuronech, charakterizuji dveé
subpopulace, které se nepiekryvaji, a vyznamné se lisi morfologiii, synaptickymi kontakty a
funkénimi vlastnostmi. Neurony exprimujici CR a PV byly vybrany pro podrobnéjsi
stereologickou a denzitometrickou analyzu v PRC a RSC ve snaze porovnat inhibi¢ni systém
obou oblasti a prispet k objasnéni jejich odlisnych funkci. Podrobné analyza CR+ a PV+
neurond v téchto oblastech dosud nebyla provedena (Druga, 2009) a teprve nedavno byly
publikovany naSe vysledky (Barinka et al., 2012; Salaj et al., 2015).

Obé studované korové oblasti sice patii mezi ptechodné korové formace mezi
neokortexem a hippokampalni formaci, ale ptechod do hippokampélni formace je u obou
odlisny. PRC je soucasti korovych oblasti, ke kterym patii entorhinalni a postrhinalni korova
oblast, které véncovité obkruzuji hippokampélni formaci a které jsou nékdy oznacovany jako
»parahippokampalni oblast” (Furtak et al., 2007). PRC je v pfimém kontaktu s entorhinalni
korovou oblasti na kterou navazuji hippokampalni pole. Naproti tomu retrosplenialni oblast
tvofi rozhrani mezi neokortexem a hippokampalni formaci, se kterou pfimo sousedi.

V piimém kontaktu s RSC jsou subikularni pole hippokampu.

Zéavaznym nélezem nasi studie je vy3Si koncentrace CR+ neuronti a vyssi denzita CR
v PRC ve srovnani s okolnimi nekortikalnimi oblastmi i ve srovnani s RSC. Naproti tomu
pocty PV+ neuronti a denzita PV byla v obou vySetfovanych oblastech obdobna a pfilis se
neliSila od okolnich nekortikalnich oblasti, s vyjimkou A35 kde byla denzita PV a

percentudlni zastoupeni PV+ neuronti nizsi, viz obr. 2 a 5 a tab. 1B a 2.

5.1. Zaclenéni obou typi neuronii do korovych okruhi

PV+ neurony jsou vyznamnou populaci lokdlnich inhibi¢nich (GABAergnich)

interneuronti a predstavuji cca 25% vSech GABAergnich neuronti. Prevazuji ve III. a IV.

41



korové vrstve. Jejich morfologickym korelatem jsou kosickové buniky (basket cells) a
svicnové bunky (chandelier cells). Jejich axonélni ramifikace je orientovéana prevazné
horizontaln€. V mnoha korovych oblastech byly prokazany na PV+ neuronech kromé
chemickych synapsi i synapse elektrické. V neokortikalni formaci jsou PV neurony pod
synaptickym vlivem lokélnich excitacnich interneuronii a pod vlivem excitacni
thalamokortikalni projekce. Inhibi¢ni pisobni PV+ neuroni je pfenaseno pfevazné na
excitaéni pyramidové a hvézdicovité neurony (spiny stellate cells). Vliv excitacni
thalamokortikalni projekce je z PV+ interneuronti pfenasen na excita¢ni interneurony (spiny
stellate cells) a na pyramidové neurony, které jsou nasledné inhibovany. Tento vliv je dobie
prostudovan ve IV. korové vrstvé, kterd je povazovana za ,,inhibi¢ni branu* a zakladni
mechanizmus pii zpracovani sensorické informace. Z funkéniho hlediska patii do kategorie
»fast-spiking neurons®. Na zakladé mnoha experimentalnich idaji pofizenych in vivo i in
vitro je mozno PV+ neurony povazovat za zdkladni a velmi vykonny inhibi¢ni korovy
mechanizmus zodpovédny za perisomatickou a v mensi mife i za axo-axonalni inhibici
eferentnich (excita¢nich) korovych neuront. Vysledky ziskané kvantitativni analyzou v této
studii svédci pro to, Ze je tomu tak i v PRC a RSC (Barinka et al. 2012; Druga, 2009; Hirsch a
Martinez, 2006; Salaj et al., 2015; Winer et al., 2005).

CR+ neurony se v mnoha ohledech odlisuji od neuronti exprimujicich PV. Vyskytuji
se ve vSech korovych vrstvach s pievahou ve vrstvach supragranularnich ( I1.-111.), coz
potvrdili i naSe vysledky v obou studovanych korovych oblastech. Piedstavuji cca 10-30 % z
celkové populace GABAergnich interneuront.

Vétsina (70 — 90%) CR+ korovych neuront u potkana koexprimuje neuropeptid VIP,
u zbyvajicich byla prokazana koexprese somatostatinu. Vétsina CR+ neuronti vykazuje
bipolarni morfologii somatodendritické domény, méné Casta je multipolarni morfologie.
Axonalni ramifikace je u bipolarnich neuront orientovana vertikalné€, zatimco u
multipoldrnich neuronti spise horizontalné. Membranové charakteristiky CR+ neuronti
podminuji jejich snadnou depolarizaci malymi excitatnimi synaptickymi proudy a jejich
specifické integrativni vlastnosti.

Synaptické kontakty dostdvaji z mnoha zdrojli, mezi nimiz jsou excitacni korové
neurony, inhibi¢ni korové interneurony a z mnoha podkorovych struktur (thalamus,
serotoninergni, dopaminergni, noradrenergni a cholinergni projekce). Axonalni terminace
byly prokazany pievazné na dendritech ostatnich interneuront, véetné CR+ neuronii. CR+
neurony patii do kategorie ,, non-fast spiking neurons* a generuji vzruchovou aktivitu, ktera

ma nepravidelny charakter, nebo jsou vytvaieny shluky vzruchti (adapting bursting).

42



CR+ neurony maji inhibi¢ni vliv na ostatni inhibi¢ni neurony a potlacuji tak inhibici
pyramidovych neurontl. V posledni dob¢ se prosazuje nazor, ze CR+ neurony patii mezi
elementy s komplexnimi funkcemi, které jsou soucasti vSech vyznamnych mechanizmu
podporujicich neuronalni funkce véetné kontroly cirkulace a metabolismu (Cauli et al., 2014;

Druga, 2009; Gonchar a Burkhalter, 1997; Zaitsev et al., 2005;).

5.2. Funkce PRC

Area 35 a 36 maji kromé¢ strukturdlnich rozdilt i rozdily v uspofadani spojii. Zatimco
area 35 dostava silné spoje z €ichové korové oblasti (piriformni kiira), area 36 dostava silné
spoje z ventralni asociacni temporalni oblasti (area TeV). Spoje mezi postrhindlni korovou
oblasti a area 36 jsou silnéjsi neZ mezi PostRH a area 35. PRC vysila silné projekce do
lateralni EC, ktera nasledné projikuje do hippokampu. PRC dostava thalamické aferentace z
LD a z AM jader a dalSi podkorové projekce z amygdaly. PRC je povaZzovana za jednu z
kone¢nych stanic ,,ventralniho proudu zrakovych informaci* jehoZ funkci je analyza objektu,
jeho tvar, barva a povrchové charakteristiky (Watson a Lee, 2013).

Pti definovani funkci PRC se zdiraznuje percepce a identifikace objekti, rozliseni
objektl a vyhodnocovani podobnosti objektl. V zasad¢€ jde o zmény neurondlnich aktivit na
otazku ,,CO*“. PRC je kromé¢ toho povaZovana za zdroj sensorickych informaci pro lateralni
entorhinalni oblast (LEC). PRC se pravdépodobné netcastni procesu identifikace objektu v
prostoru. (Deshmukh et al., 2012).

Kromé¢ uvedenych funkci je PRC povaZzovana za ptechodnou neo-allokortikalni oblast,
kterd ma tlumivy vliv na pfenos signdlli mezi neokortikalni formaci a hippokampem. Analyza
Sifeni signall z neokortexu via PRC do entorhinalni kury (EC) prokazala velmi nizkou
pravdépodobnost vzruchové aktivity mezi PRC a EC. PRC tedy muze byt povazovan za filtr,
ktery vyznamné omezuje obousmérny transfer signalit mezi neokortexem a hippokampem (de
Curtis a Paré, 2004). Pro vysvétleni tohoto fenoménu tito autofi predpokladaji specificky
inhibi¢ni mechanismus, jehoZ substratem jsou pravdépodobné¢ GABAergni interneurony
exprimujici kalcium-vazici proteiny v povrchnich vrstvach PRC. Autofi piedpokladaji ucast
PV+ a CR+ neuronu (de Curtis a Pare, 2004; Wouterlood et al., 2000). Tento pifedpoklad
muizeme potvrdit. Inhibi¢ni mechanismus PRC je tvofen zékladnim populaci PV+ neuront,
kterd se v PRC pfilis nelisi od okolniho neokortexu a vysokou koncentraci CR+ neurontl.
Perisomaticka a axo-axonalni inhibice zajistovana PV+ neurony ma tlumivy vliv na aktivitu

pyramidovych neuronti v dané korové oblasti, ale pravdépodobné sama nestaci na utlumeni
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pienosu aktivity v PRC. Pro vysvétleni piisobeni CR+ neurontl je vsak tfeba znat vliv této
populace na aktivity korovych mikrookruht v PRC. Struktura téchto okruhi vsak zatim neni

Znédma.

5.3. Funkce RSC

V celé fadé funkénich experimentt byla opakované prokazéana ticast RSC na navigaci
V prostoru a na prostorové paméti. RSC integruje prostorové charakteristiky okolniho
prostiedi (allothetické) s informacemi, které monitoruji pohyb organizmu (idiothetické). Pii
vyfazeni allothetickych informaci jsou pro navigaci diilezité informace z proprioreceptord,
vestibularnich receptorti a somatosensorické informace. Idiothetické informace jsou
transportovany do hippokampu prostiednictvim parietalni, entorhinalni a RSC korové oblasti
(Elduayen a Save, 2014).

Mezi granularni a dysgranularni oblasti RSC existuji funkéni rozdily. Granularni
oblast se Gicastni prostorového uceni a paméti ve svétle i ve tmé, zatimco dysgranularni oblast
je aktivovana pfti feSeni kol prostorové paméti pouze ve svétle. Granularni oblast ptispiva
Kk prostorovému uceni a k navigaci s vyuzitim informaci ze zevniho i vnitiniho prostiedi
organizmu, zatimco dysgranuldrni oblast je selektivné aktivovana pii ukolech vyuzivajicich
informaci ze zevniho prostiedi (napt. vzdalené zrakové podnéty) (Pothuizen et al., 2009).
Nicméné celé fada experimentalnich vysledkli svéd¢i pro vyznamnou tcast RSC pii feSeni
ukold prostorové navigace pii vyfazeni zrakovych podnéta (ve tm¢) (Cooper et al., 2001;
Whishaw et al., 2001).

I kdyz vysledky experimentalniho poskozeni RSC nejsou jednoznaéné a rozdily jsou
piipisovany vybeéru testi a kmeni experimentalnich potkant je ziejmé, ze 1éze vyvolava
poruchy navigace v prostoru (Morrissovo vodni bludisté, radialni bludist€) (pro piehled viz
Harker a Whishaw, 2004a; Harker a Whishaw, 2004Db).

Léze RSC u pacientl (zpravidla krvaceni nebo tumory v oblasti splenium corporis
callosi) prokazaly poruchy pii pouzivani znac¢ek (landmarks) pro navigaci v prostoru.
Obdobné jsou vysledky funkéni MR. RSC podporuje allocentrickou reprezentaci zpracovanim
stabilnich (konstantnich-neproménnych) znaku (charakteristik) v zevnim prostiedi a jejich
prostorovych vztahti. RSC rovnéz ptispiva spole¢né s hippokampalni formaci k vypracovani a
konsolidaci dlouhodobé prostorové a kontextualni paméti. Allocentricka reprezentace v RSC
se vyviji pomalu a je zavisla na opakovanych aktivitach hippokampovych ,,place

cells* (Warburton a Brown, 2015). Burgess (Burgess, 2008) vypracoval koncept prostorového
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uceni a orientace, podle kterého hippokampus a dalsi medidlni temporalni struktury zajist'uji
allocentrickou reprezentaci okolniho prostiedi, parietalni lalok (ktira) zajist'uje egocentrickou
reprezentaci a integrace mezi obéma reprezentacemi se odehrava v retrosplenialni korové
oblasti. Pokud se pravdivost tohoto modelu potvrdi, bude to znamenat dalSi podporu

konceptu, podle kterého RSC integruje informace nékolika prostorovych reprezentaci.
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6. Zavér

V ptedkladané studii jsou shrnuty vysledky nasi prace zamétené na studium
inhibi¢niho systému ve dvou korovych oblastech — perirhinalni a retrosplenidlni, které tvoti
pfechod mezi neokortexem a hippokampalni formaci. Analyza byla zamétena na dvé
populace korovych inhibi¢nich (GABAergnich) interneuront exprimujicich kalcium-vazici
proteiny Parvalbumin a Calretinin. Obé studované populace interneuront jsou v literature
definovany z hlediska somatodendritické morfologie, funk¢nich vlastnosti a zapojeni do
korovych mikrookruh.

Nase analyza byla zaméfena na laminarni distribuci téchto interneurond, na jejich
somatodendritickou morfologii, na jejich densitu a na optickou densitu parvalbuminu a
calretininu v perirhinalni a retrospleniélni korové oblasti.

Kvalitativni i kvantitativni analyza byla provedena na mozcich osmi dospélych
potkanu kmene Wistar. Mozek experimentalnich zvitat byl perfundovan a fixovan a po
postfixaci byly fezy obarveny kresylvioleti a zpracovany imunohistochemickymi metodami
na prukaz calretininu a parvalbuminu. Po kvalitativni analyze materialu byly ob¢ vybrané
oblasti zpracovany stereologickou a denzitometrickou metodou. Byly tak ziskany Gdaje o
denzité¢ CR a PV positivnich neuronti a udaje o denzité obou proteinii ve studovanych
korovych oblastech.

Denzitometrickd analyza prokazala vyssi hodnoty optické denzity calretininu a nizsi
hodnoty parvalbuminu v perirhinalni oblasti ve srovnani s okolnim neokortexem. Obdobné
byla prokédzana vyssi denzita calretinin- positivnich neuronti. Naproti tomu v retrosplenialni
oblasti byly prokazany vyssi hodnoty optické denzity parvalbuminu a nizsi hodnoty
calretininu. V retrospleniélni oblasti je niZsi denzita calretinin i parvalbumin positivnich
neurondl.

I kdyzZ jsou si retrosplenialni a perirhinalni oblasti v mnoha ohledech podobné, byly
prokazany vyznamne rozdily ve sloZeni interneuronalnich populaci. Vysoka koncentrace
calretininu a vysoké hodnoty denzity calretinin-positivnich neuront v perirhinalni oblasti
mohou byt substratem mechanizmu, ktery je zodpovédny za tlumeni pfenosu neuronalnich

aktivit z neokortexu do hippokampu prostfednictvim perirhinalni a entorhinalni korové

oblasti.
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7. Obrazky

Obr. 1.

A-138

Obr. 1 Schematické znazornéni polohy perirhinalnich oblasti A35 a A36 a retrosplenidlnich
oblasti A29 a A30 na frontalnich fezech v riznych rostrokaudalnich trovnich. Vzdalenosti od

bregmatu jsou dle atlasu (Paxinos a Watson, 2007). M¢fitko = 2 mm.
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Obr. 2

Obr. 2 Reprezentativni mikrofotografie demonstrujici barveni celé hemisféry potkaniho
mozku barvenim podle Nissla (A) a pomoci imunohistochemického prikazu calretininu (B) a
parvalbuminu (C). Znazornéné jsou za sebou nasledujici koronarni fezy, ve vzdalenosti
piiblizné -4,6 mm AP (anteroposteriorné) od bregmatu (podle atlasu Paxinos a Watson, 2007).
Metitko = 2 mm.



Obr. 3

PostSUB

Obr. 3 Schematické znazornéni vzajemné polohy jednotlivych retrosplenialnich oblasti,

mediélni pohled.
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Obr. 4 Reprezentativni mikrofotografie demonstrujici cytoarchitektoniku v PRC (A) av RSC

(B) na fezech barvenych podle Nissla. Vyznaceny jsou hranice mezi jednotlivymi korovymi
oblastmi a mezi povrchovymi (11.-1V.) a hlubokymi (V.-V1.) korovymi vrstvami.
Pro ptehlednost neni vyznacena hranice mezi 1. a II. korovou vrstvou. Lokalizovano na urovni

-4,05 mm (A) a -3,55 mm (B) anteroposteriorn¢ od bregmatu. Métitko = 300 um
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Obr. 5 Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici rozlozeni imunoreaktivity calretininu

(A), a parvalbuminu (B) v korovych areach A35 a A36 s vyznacenim hranic oblasti a
korovych vrstev. Lokalizovano na Grovni -5,05 mm anteroposteriorné od bregmatu.
Metitko = 200 um.
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Obr. 6 Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici rozlozeni imunoreaktivity calretininu

(A), a parvalbuminu (B) v korovych areach A29 a A30 s vyznacenim hranic oblasti a
korovych vrstev. Lokalizovano na Grovni -4,05 mm anteroposteriorné od bregmatu.
Metitko = 500 um.
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Obr. 7 Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici rozlozeni imunoreaktivity calretininu
(A, B, C), a parvalbuminu (D, E, F) ve studovanych oblastech PRC v riznych
rostrokaudalnich Grovnich. Lokalizace priblizné -3,96 mm (A, D), -5,04 mm (B, E) a -6,00

mm (C, F) anteroposteriorné od bregmatu (Paxinos a Watson, 2007). Méfitko = 100 um.
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Obr. 8

Obr. 8 Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici rozlozeni imunoreaktivity calretininu
(A, C, E), a parvalbuminu (B, D, F) ve studovanych oblastech RSC v riznych
rostrokaudalnich arovnich. Lokalizace priblizné -2,3 mm (A, B), -4,3 mm

(C, D) a-7,05 mm (E, F) anteroposteriorné od bregmatu (Paxinos a Watson, 2007).
Meéfitko = 500 pm.
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Obr. 9

Obr. 9 Priklady raznych morfologickych typi CR+ (A, Ba C) a PV+ (D, E, F) neurona ve
studovanych oblastech. Vertikalné orientované bipolarni / ,,bitufted neurony (A, D),
multipolarni neurony (B, E) a horizontalné orientované bipolarni / ,,bitufted* neurony (C, F).
Metitko = 20 pm.
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Obr. 10

INS, Pir, EC, INS, FrC, A36,
A36, PostRH, EC, SUB,
SUB, HippCA1 \ / HippCA1, PostRH
A35
AmgBL, AmgBA, / \ NAc, AmgBM,
CL, AM CL
TeC, EC, A35, FrC, PaC, TeC,
PostRH, SUB, Pir, A35, EC,
HippCA1 \ / PostRH
A36
AmgBL, LD, / \
oM Put, Amg, LD

vvvvvv

spojeni v perirhinlni kiite. Cervené Sipky — korové spoje, modré 3ipky — podkorové spoje.
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Obr. 11

A29a, b, A29c, A29a, b, A29c,
A30, ACg, A30, ACg,
Hipp CA1, SUB \ / PostSUB
A29a, b

AD.LD CL, | — " TN e

LC, NRph :
A29a, b, A29c,
e
Hipp CA1,SUB, \ / A t’susg’
PostSUB A29¢ 0s
AD, AV, LD, CL, / \ thalamus
LC, NRph AV, LD
A29a, b, A29c, A29a, b, A29c
A30, A17, A18, A30, ACg,
ACg,PostSUB \ / A17,A18

A30 PostSUB
AM, LD, CL, / \ thalamus
LC, NRph AM, LD

Obr. 11 Schematické znazornéni nejdulezitéjsich aferentnich (vlevo) a eferentnich (vpravo)

spojeni v retrosplenialni kiife. Cervené $ipky — korové spoje, modré $ipky — podkorové spoje.
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Obr. 12

A35 A36

I1-VI

-
<.

I-1v

V-VI

11-VI

CR A29 A30
- . .
) . .

. Vertikani bipolarni / bitufted
. Multipolarni
[ Horizontani bipolami / bitufted

Obr. 12 Vysecove grafy ilustrujici zastoupeni jednotlivych morfologickych typa studovanych
CR+ a PV+ neuronu v jednotlivych oblastech a vrstvach. 11-VI. korove vrstvy. Nejsou

zahrnuty PV+ neurony v RSC, viz. kapitola 4.2.2. Morfologie neurond.
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