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ABSTRAKT

Pamét a prostorova navigace jsou pro ¢lovéka nesmirné dilezité mozkové funkce a pro zvirata jsou
Casto otazkou zivota a smrti. U lidi byvaji poSkozeny pii rdznych neuropsychiatrickych
onemocnénich. Pacienti trpici Alzheimerovou demenci (AD) maji naruSenou pracovni i dlouhodobou
pameét, navigaci v prostoru i vyssi kognitivni funkce ¢i socialni pamét. Mezi symptomy schizofrenie
patii deficit kognitivni koordinace (schopnosti rozliSit relevantnost prichazejicich informaci) a
dezorientace. Intelektudlni nedostatecnost zase postihuje nékteré pacienty s poruchou autistického
spektra. Tato onemocnéni vSak neumime 1€écit, protoze ve vétSiné pripadli nezname jejich priciny.
K pochopeni jejich etiologie nAm mohou pomoci kvalitni animalni modely. Tato dizerta¢ni prace se
vénuje charakterizaci rozsahu poskozeni zejména kognitivnich funkci - ale dotyka se i ostatnich
zmén chovani - u vybranych potkanich modeli AD (transgenni potkan McGill, netransgenni potkan
Samaritan) a schizofrenie (¢asné postnatalni a prenatdlni aplikace lipopolysacharidu simulujici
bakterialni infekci). Prace diskutuje také validitu uvedenych modelti a jejich limity. Vysledky
potvrdily u obou modelti AD zavazny deficit prostorové navigace, uceni a kognitivni koordinace.
U potkanti McGill jsme navic pozorovali poskozenou motorickou koordinaci a problémy
s rovnovahou, anxietu a zmény v socialnim chovani, model tedy dobie odrazi i pridruZené symptomy,
kterymi pacienti s AD trpi. Podani lipopolysacharidu (LPS) potkanlim c¢asné po narozeni u nich
nezptisobilo v dospélosti kognitivni poskozeni, ale vedlo k emocionalnimu naruseni. Jiné zmény
chovani jsme u nich ale nezaznamenali a validita modelu v kontextu schizofrenie neni jednoznacng,
nebot emociondlni naruSeni pro ni neni specifické a vyskytuje se i u jinych mentalnich poruch.
Potkani po materndlni imunitni aktivaci (LPS podan prenatilné) predstavuji validni model zejména
negativnich priznakd schizofrenie (zaznamenali jsme vy$si ulekovou reakci, deficit prepulsni
inhibice, redukovanou socialni interakci a zmény v komunikaci, anxietu, sniZenou aktivitu). Tyto
zmény se ovSem projevovaly nestejné v zavislosti na pohlavi zvirat a jejich véku, a naznacuji moZny
prekryv s poruchami autistického spektra. Kognitivni symptomy u tohoto modelu nebylo mozné
ovérit, nebot pouzitou ulohu si nezvladla osvojit ani kontrolni zvirata. Zjisténi ukazuji, Ze potkan
McGill je uzitecnym modelem pro dalsi vyzkum. Potkan Samaritan si zaslouzi detailnéjsi probadani. A
u potkanli po maternalni imunitni aktivaci by bylo zajimavé prozkoumat ontogeneticky vyvoj

patologii a jejich mechanism1i.

Klicova slova: pamét; prostorova navigace; kognitivni koordinace; kognitivni dlohy; Morrisovo
vodni bludisté; kolotoCové bludisté; Alzheimerova choroba; schizofrenie; poruchy autistického
spektra; animalni model; potkan McGill; potkan Samaritan; lipopolysacharid; postnatalni infekce;

prenatalni infekce; materndlni imunitni aktivace



ABSTRACT

The memory and spatial navigation are extremely important brain functions for humans, but they are
often the question of life and death for animals. In humans, memory can be disrupted by various
neuropsychiatric disorders. The patients suffering from Alzheimer’s dementia (AD) have impaired
working and long-term memory, spatial navigation, higher cognitive functions and social memory.
The deficit of cognitive coordination (the skill to recognize the relevancy of incoming information)
and disorientation belong to the symptomatology of schizophrenia. Intelectual disability appears in
some patients with autism spectrum disorder. Unfortunately, it is not possible to cure these
disorders efficiently because the etiology is not known in the majority of patients. The causes leading
to development of these disorders could be revealed using animal models. This thesis contributes to
the characterization of the cognitive skills disruptions - as well as other behavioral alterations - in
selected rat models of AD (transgenic McGill rat, non-transgenic Samaritan rat) and schizophrenia
(lipopolysaccharide model of early postnatal, or prenatal, bacterial infection). The thesis also
discusses the validity and limitations of these models. Our results showed a severe deficit of spatial
navigation, learning and cognitive coordination in both AD models. In addition, the McGill rats
manifested impaired motor coordination and balance problems, anxiety and changes in social
behavior, reflecting the additional symptoms observed in human AD patients. The administration of
lipopolysaccharide (LPS) in early postnatal life of rats did not lead to cognitive impairment in
adulthood. However, it caused emotional disruption. We did not observe any other behavioral
alterations in these rats. Validity of the postnatal LPS model is not fully clear because the emotional
disruption is not specific and accompanies also other mental disorders. The rats after the maternal
immune activation (prenatal LPS exposure) represent a valid model of schizophrenia, especially of
the negative symptoms (we observed a higher startle reaction, prepulse inhibition deficit, reduced
social interaction and changes in communication, anxiety, and hypoactivity). Nevertheless,
the manifestation was dependent on sex and age of the animals, and the observed signs show some
overlap with autism spectrum disorder as well. The cognitive impairment could not be measured in
the LPS prenatal model as even the control rats were not able to acquire the task. Taken together, our
findings demonstrate that the McGill rat is a useful model for the future AD research. The Samaritan
rat requires more detailed examination. Moreover, it would be interesting to explore the ontogeny of

the pathologies and mechanisms in the prenatal LPS rats.

Keywords: memory; spatial navigation; cognitive coordination; cognitive tasks; Morris water maze;
carousel maze; Alzheimer’s disease; schizophrenia; autism spectrum disorder; animal model; McGill
rat; Samaritan rat; lipopolysaccharide; postnatal infection; prenatal infection; maternal immune

activation
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SEZNAM ZKRATEK

o = Partial eta squared
AB = amyloid-beta
AB1-42 = amyloid-beta obsahujici 42 aminokyselin
AAPA = dloha aktivni alotetické vyhybani se mistu (active allothetic place avoidance)
AD = Alzheimerova demence/choroba
AICD = amyloid precursor protein intracellular domain
AKV = akvizice
AMPA = a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazolpropionova kyselina
ANOVA = analyza variance
APOE2, APOE3, APOE4 = apolipoprotein E2, E3, E4 (rlizné alely)
APP = amyloidni prekurzorovy protein (amyloid precursor protein)
ASD = poruchy autistického spektra (autistic spectrum disorders)
ATP = adenosintrifosfat
BACE1 = beta-sekretaza (beta-site APP-cleaving enzyme)
CA1, CA2, CA3 = cornu Ammonis 1, 2 a 3 (oblasti hipokampu)
CRMP?2 = Collapsin response mediator protein 2 (gen)
DISC1 = Disrupted in Schizophrenia 1 (gen)
DRD2 = Dopamine receptor D2 (gen)
EEG = elektroencefalografie
ERBB4 = gen pro postsynaptické receptory ErbB4
FDA = United States Food and Drug Administration
FMRP = Fragile X mental retardation protein (gen)
Fyz = fyziologicky roztok
GABA = kyselina y-aminomaselna (y-aminobutyric acid)
GADG65, GAD67 = glutamat dekarboxylaza 65 a 67
GD = gyrus dentatus
GEE = generalized estimating equations
GLUT2 = membranovy glukosovy transportér
H. M. = Henry Molaison
hBAPP751 = lidsky amyloid prekurzorovy protein 751
HETERO = heterozygot (potkan McGill)
HOMO = homozygot (potkan McGill)
i.c.v. = intracerebroventrikularni aplikace
i.p. = intraperitonealni aplikace

IL = interleukin



LPS =lipopolysacharid

MAM = metylazoxymetanol acetatu

MAPT = protein tau asociovany s mikrotubuly (microtubule-associated protein tau)
MCI = mirna kognitivni porucha (mild cognitive impairment)
MeCP2 = methyl CpG binding protein 2 (gen)

mv = mechova vldkna (mossy fibers)

n.s. = nesignifikantni vysledek

NLGN3, NLGN4 = neuroliginy 3 a 4

NMDA = N-methyl-D-aspartat

NOL = test rozpoznani premisténého objektu (novel object location)
NOR = test rozpoznani nového objektu (novel object recognition)
NRG1 = Neuregulin 1 (gen)

NRXN1 = gen pro adhezivni protein neurexin 1

OR = odds ratio

pd = perforujici draha (perforant pathway)

polyl:C = polyinosinic:polycytidylic acid (Kyselina)

PSEN1 = gen pro presenilin 1

PV+ interneurony = parvalbumin-pozitivn{ interneurony

RET = retrieval

REV = reversal (pteuceni)

s.c. = subkutanni injekce

SEM = stiedni chyba priméru (standard error of the mean)

Schk = Schafferovy kolateraly (Schaffer collaterals)

SHANK3 = gen pro protein postsynaptické density Shank3
TgF344-AD = transgenni potkan Fischer 344

TLR3, TLR4 = Toll-like receptor 3 a 4

TNF = tumor necrosis factor

TSC1, TSC2 = tuberous sclerosis complex 1 a 2 (geny)

WHO = Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organization)
WT = wild type

zk = zpétné kolateraly (recurrent collaterals)
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PREDMLUVA

Schopnosti ucit se a pamatovat si neodmyslitelné patti k Zivotu €lovéka i jinych Zivocicht, a
jsou Kklicové pro jejich fungovani i preziti. NaruSené uceni a poSkozend pamét ¢i jiné kognitivni
schopnosti se u lidi typicky objevuji pfi neurodegenerativnich onemocnénich, jako jsou rtizné formy
demence, ale provazi i fadu dalSich psychickych poruch. Alzheimerova choroba, schizofrenie nebo
poruchy autistického spektra ve svych symptomatologiich obsahuji vice ¢i méné zavazné poskozeni
kognitivnich funkci, paméti a prostorové orientace, narusené uceni ¢i snizenou kognitivni flexibilitu.
U Alzheimerovy choroby jde o viibec prvni Klinické projevy, u schizofrenie predstavuji dokonce celou
skupinu kognitivnich symptomt.

VSechna tfi zminéna onemocnéni jsou velice komplexni, schronickym pribéhem a
se zavaznym spolecensko-ekonomickym dopadem, a pfedstavuji enormni psychickou zatéZz nejen pro
pacienty, ale i jejich rodiny. Pacienti se obavaji nepochopeni svymi blizkymi a odvrZeni ze
spolec¢nosti. V posledni dobé lze zaznamenat snahy o destigmatizaci psychickych poruch, jako je
tomu napftiklad u schizofrenie. Pfesto je vSak stdle tato porucha opredena myty, neznalosti a ¢asto
pirehnanym strachem z diisledki pacientovych ¢inti. Na druhou stranu nékdy byvaji tato onemocnéni
podceniovand nebo zlehcovana. Pacienti trpici schizofrenii nebo poruchou autistického spektra maji
malou uplatnitelnost na trhu prace, ¢asto se jim nedafi normalné zapojit do kolektivu a zit
plnohodnotny Zivot. V ptipadé Alzheimerovy choroby se jedna o termindlni stadium lidského Zivota
s progresivnim zhorSovanim stavu, zatézujici pacienta i celé jeho okoli.

Neuropsychiatrickd onemocnéni patif mezi velmi obavana také kvili ndrocné a vétsSinou jen

v

omezené ucinné 1écbé. Hlavnim problémem je v drtivé vétSiné pripadi neznalost jejich etiologie,
znemoznujici odstranéni samotné priciny, jako je to mozné u celé rady infekénich nemoci. Jednim
z moznych pristupili patrani po téchto pricinach je sledovat vliv riiznych faktorti na chovani a télesné
zmény u zvirat, porovnavat tyto behavioralni a neurofyziologické zmény s projevy u lidskych
pacientli a hledat mezi nimi podobnosti. Teprve validni zvifeci model miiZe poskytnout oporu pro
testovani novych a funk¢nich terapii. Dnes existuje cela fada animalnich modelti zminénych
onemocnéni, nicméné mnoho z nich ma zasadni limity a jejich zavedeni dosud nevedlo k nalezeni
dostatecné ucinné 1écby ani jedné z téchto chorob. Je tedy nesmirné zZadouci vyvijet nové animalni
modely s lepsi validitou.

Tato dizertacni prace se vénuje behavioralni charakterizaci vybranych potkanich modelt ti{
neuropsychiatrickych onemocnéni, s diirazem na kognici, ueni a pamét. Tyto modely byly vytvoreny
plisobenim rtznych vnitinich (genetické mutace) ¢i vnéjsich (chronické plisobeni prooxidativnich
substanci, neonatalni/maternalni imunitni aktivace bakteridlnim lipopolysacharidem) faktort, a
experimenty popsané v této praci prispély k jejich validaci. Kone¢nym cilem je najit vhodné zvireci
modely sdobrou prediktivni, fenomenologickou i konstrukéni validitou, které dale poslouzi

k vyzkumu novych a ucinnych lécebnych pristupli. Experimentalni ¢ast této prace je zamérena
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nejprve na modely Alzheimerovy choroby (potkan McGill, potkan Samaritan), poté na modely
schizofrenie a poruch autistického spektra (potkani model neonatilni a prenatilni bakterialni

infekce).
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1. TEORETICKY UVOD DO PROBLEMATIKY
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1.1. Modelovani neuropsychiatrickych onemocnéni u zvirat
1.1.1. Validita animalnich modelu

Neuropsychiatricka onemocnéni, mezi ktera patii schizofrenie, poruchy autistického spektra
nebo Alzheimerova choroba, jsou povaZovana za specificky lidskd onemocnéni, jejich projevy proto
mnohdy z principialnich divodii nelze mérit u zvirat. Na druhou stranu ale vznika silny tlak zvirata
ke zkoumani patologie dusevnich poruch vyuzivat, zejména z diivodi etickych, kdy neni mozné na
zivych lidskych subjektech testovat dosud nevyzkousSené léky ani ziskdvat detailni znalosti
o mechanismech vzniku téchto poruch. Nejcastéji se pouZzivaji laboratorni hlodavci, jako je mys nebo
potkan, kteri jsou clovéku geneticky piibuzni (Do Carmo & Cuello, 2013), a naptiklad oproti
primatiim skytajf fadu praktickych vyhod.

Animalni model nikdy nemtZe reflektovat celou $ifi zkoumaného onemocnéni v presné
takové podobé, v jaké ji vidime u lidského pacienta, jednodusSe proto, Ze se jedna o model, tedy vice €i
méné vyraznou simplifikaci dané problematiky (Tordjman et al., 2007). Ve vyzkumu modelti se védci
Casto opiraji o projevy chovani. Riznymi manipulacemi je mozné fenotyp u laboratornich hlodavct
témto onemocnénim alesponi pripodobnit. Pokud ma byt animalni model lidského onemocnéni
uzitetny, musi byt také validni. RozliSuji se tfi - ¢aste¢né propojené, castecné na sebe navazujici - osy
validity (Mabunga et al,, 2015; Tordjman et al., 2007; Obr. 1):

» Kkonstruktivni, tj. u zvirete se uplatiuji stejné faktory a mechanismy, které u ¢lovéka
zplsobuji zkoumané onemocnéni (maji podobnou etiologii),

= fenomenologicka, tj. zvifeci model vykazuje podobny fenotyp jako pacienti s danym
onemocnénim (maji podobnou behavioralni symptomatologii, neuropatologii a podobné
neurofyziologické a neurochemické zmény),

= prediktivni - zvife reaguje na podanou latku (napf. zndmé farmakum) podobnym
zplsobem jako ¢lovék, a proto se predpokladd, Ze i odpovéd’ na nové 1éky u zvirat bude
mit u pacientli analogicky ucinek. Prediktivni validita mlze fungovat az v pripadé, zZe
jsou splnény podminky obou, nebo alespoini jedné z piedchozich validit. Chapat ji Ize
i v obecnéjsim smyslu, tedy co ndm mtize model Fici o lidské nemoci.

Idedlni animdalni model je takovy, ktery ma presvédCivy a stabilni fenotyp a je
reprodukovatelny v ramci jedné i napti¢ riiznymi laboratoiremi. Mél by téz zahrnovat vSechny tfi osy
validity, ovSem vpraxi vétSinou jedna nebo dvé tyto komponenty chybi. V pripadé
neuropsychiatrickych onemocnéni ¢asto animalni modely postradaji dobrou konstrukéni validitu,
coZ je dano v mnoha ptipadech neznamou etiologii onemocnénd. Je tedy jasné, Ze patrani po pric¢inach
neuropsychiatrickych onemocnéni a piiprava modelli s dobrou konstrukéni validitou jsou klicové. Je
vSak také zjevné, Ze samo o sobé nestaci. Paklize na zvife aplikujeme zndmy mechanismus
zkoumaného onemocnéni, ale zvife nevykazuje kyZeny fenotyp a nelisi se od zdravych zvirat, neni
tento model prilis pouzitelny pro budouci zkoumani 1ékd, jelikoZ neni mozné vysledovat zlepSeni

v

stavu po podani 1éc¢iva ani jeho vedlejsi ucinky. Na druhou stranu pouziti modelovych zvirat
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s fenomenologickou validitou, avSak postradajici konstrukéni slozku, je pro dalsi vyzkum rovnéz
velmi omezené, protoZze vede pouze k potlaCeni ¢i zmirnéni nékterych jejich symptomt, ale
neumoznuje testovat léky vedouci k vyléceni choroby cilenim na bazalni pri¢inu. Proto je stale
potiteba vyvijet nové a lepsi animalni modely, nejlépe s vicendsobnou validitou. Nejen o to jsem se

pokusila v ramci této dizertacni prace.

zmény na trovni neurond @ @ EEG
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neurochemické zmény
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Obr. 1. Tfi osy validity animalnich modeld. Vytvoreno podle Mabunga et al. (2015).

1.1.2. Testovani uceni, paméti a kognice u laboratorniho potkana

Prostorova pamét a kognitivni mapa

Laboratorni potkan, podobné jako mys, je vhodnym subjektem pro studium kognitivnich
funkci hned z nékolika diivodi. Je inteligentni, schopny ucit se a pamatovat si udalosti po relativné
dlouhou dobu. Je také aktivni, motivovany k exploraci prostiedi a objekt{i, a rovnéz ma vybornou
schopnost navigace v prostoru (O’Keefe & Nadel, 1978; Tolman, 1948). Prostorovd pamét u zvirat
spada do kategorie dlouhodobé védomé deklarativni (explicitni) paméti, ktera se u lidi dale
rozliSuje na pamét epizodickou (udalosti, osobni zazitky a vzpominky) a sémantickou (znalosti,
védomosti, fakta) (Greenberg & Verfaellie,

2010; 1991)_ senzoricka pamét’ (< 1s)

pozornost

kratkodoba (< 1 min) / pracovni pamét’

kodovani

Squire & Zola-Morgan,
Sémantickou pamét je ale u zvirat - maji-li
vybaveni

néjakou - vpodstaté nemozné odliSit od dlouhodobé pamét (cely Zivot)
1

. o -~ PR .
ostatnich typli paméti. Proto byva zviteci ey
, v . v Vv (implicitni/nevédoma)
prostorova pamét v literatufe vétSinou 1
[ I I 1

popisovina jako analog lidské epizodické | ehiodieka - semanticks procetursini priming
co, kdy, kde dovednosti)

| |
neasociativni uéeni asociativni uceni
(habituace, senzitizace) (podmifiovani)

deklarativni paméti (Manns & Eichenbaum,
2006). Nejcastéjsi rozdéleni typlt pameéti

tak, jak se uvadi u ¢lovéka, zobrazuje Obr. 2. Obr. 2. Typy paméti.
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U potkant je schopnost prostorové navigace Siroce zkoumana uz mnoho desetileti. Byl u nich
dokonce poprvé popsan fenomén kognitivni mapy prostiedi (Tolman, 1948), tedy wvnitini
reprezentace daného okolnfho prostoru, diky niz lze volit krat$i cesty mezi dvéma misty ¢i planovat
cesty nové (O’Keefe & Dostrovsky, 1971; O’Keefe & Nadel, 1978). Prostorova kognice zahrnuje
prijimani a zpracovani informaci o prostorovych vlastnostech riznych objekti (velikost, tvar,
vzdalenost apod.), tvorbu reprezentaci jednotlivych ¢asti prostiedi a orientaci vnich (O'Keefe &
Nadel, 1978). Kognitivni mapa se vytvaii kombinaci vjemu z vnéjsiho svéta (vnimani vztahd mezi
objekty, podle kterych se orientuje, tzv. alocentricka ¢i alotetickd navigace) a informaci o poloze
jedince vic¢i tomuto svétu (vnimani vztahu jedince Kk objektiim a odhadovani pozice jedince
z vlastniho pohybu, tzv. egocentrickd nebo idiotetickd navigace, doplnéné o uchovani informace
o vychozim bodé, tzv. integrace drahy) (Alyan & Jander, 1994; Fortin, 2008; Klatzky, 1998;
Mittelstaed, 1991; Mittelstaedt & Mittelstaedt, 1982; Moghaddam & Bures, 1996; Stuchlik, 2003).
Integrace drahy je obdobou ,dead reckoning” (z nAmoini navigace) a s navigaci u zvirat dal tento
mechanismus navigacni strategie do souvislosti poprvé Charles Darwin (Darwin, 1873; Fortin, 2008).
Navigace trasou je vyrazné jednodussi formou navigace, protoZe vyzaduje ,pouze“ zapamatovani si
sekvence orientacnich bodd a neni tolik zavisla na aktivnim pohybu; pro tvorbu kognitivni mapy je
nutny delsi ¢as kzafixovani vreferencni paméti, aktivni explorace prostoru a rovnéZ stélost
orientacnich znacek, je vSak mnohem flexibilnéjsi (Alyan & Jander, 1994; O’Keefe & Nadel, 1978;
Stuchlik, 2003).

Na tvorbé kognitivni mapy se podili nejriznéjsi specifické typy neurondlnich bunék. Mezi
nejprozkoumanéjsi patfi hipokampalni pyramidalni mistové neurony (place cells), které se aktivuji
vzdy ve specifickém misté prostoru (0’Keefe & Dostrovsky, 1971; O’Keefe & Nadel, 1978), neurony
smeéru hlavy (head direction cells) aktivni vzdy, kdyz se zvire diva konkrétnim smérem, a lokalizované
ve vicero strukturach mozku (napf. postsubikulu, posteriorni kiie, thalamu a dalSich) (Chen et al,,
1994; Mizumori & Williams, 1993; Taube et al., 1990), a miiZkové neurony (grid cells) v medidlnim
entorhinadlnim kortexu, jeZ generuji ak¢ni potencialy v mistech vytvarejicich dohromady pravidelnou

mfiizku (Fyhn et al., 2004).

Hipokampus

Jednou z nejzasadnéjsich mozkovych struktur asociovanych s u¢enim a deklarativni paméti je
hipokampus, parova (archi)kortikalni struktura slaminarni organizaci nachazejici se v medialnim
temporalnim laloku mozku (Marr, 1971; Naidich et al., 1987; O’Keefe & Nadel, 1978). U potkana je
hipokampus snadno piistupny a dobie ohrani¢eny a zabira mnohem vétsi objem viici objemu celého
mozku nez u clovéka; oproti lidskému je zahnuty s posteriornim zahybem, ktery ho tak rozdéluje
anatomicky i funk¢éné na dorzalni a ventralni ¢ast (Bannerman et al., 2004; Obr. 34, B).

Funkce hipokampu byly u potkanti bohaté zkoumany zejména v tlohach Morrisovo vodni

bludisté a kolotocové bludisté (viz nasledujici kap. 1.1.2.). Potkani s1ézi dorzalniho, avsak nikoli
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ventrdlntho hipokampu méli vyrazné narusSenou schopnost se dlohu ve vodnim bludisti naucit
(Morris et al.,, 1982; Moser et al., 1993). Tato tloha je vhodnéjsi spiSe pro modely Alzheimerovy
choroby neZ schizofrenie ¢i poruch autistického spektra. Jeji nevyhodou je obecné nizka citlivost
k prokazani deficitu vyZadujici pomérné velké poSkozeni, zejména pokud se zvirata uci dlohu az po
provedeni hipokampalni 1éze (Moser & Moser, 1998). Bilateralni 1éze hipokampu poskodila uceni ve
vodnim bludisti (Morris et al., 1982), ale jednostranna inaktivace nikoli (Fenton & Bures, 1993).
Naproti tomu inaktivace i jen jednoho hipokampu vedla k vaznému naruseni akvizice v tloze aktivni
alotetické vyhybani se mistu v kolotoCovém bludisti (Cimadevilla et al., 2001; Wesierska et al., 2005).
Obé udlohy shodné testuji nékteré hipokampalni funkce jako je kognitivni mapovani, kddovani a
vybaveni prostorové paméti. Uloha aktivni alotetické vyhybani se mistu v koloto¢ovém bludisti ale
navic umoZnuje testovat selektivni pozornost (kognitivni koordinaci, viz dale) (Kubik & Fenton,

2005).

A : B C/

CA1

fimbria/fornix

Obr. 3. Porovnani velikosti a lokace hipokampu na podéiném (nahofe) a pficném (dole) fezu mozku u clovéka
(A) a u potkana (B). Relativni pomér velikosti hipokampu ke zbytku mozku je u potkana vyrazné vétsi nez
u Clovéka, a navic se déli anatomicky i funkéné na dorzalni a ventralni cast. (C) Schéma pricného fezu
hipokampem. Zobrazeny jsou nejdaleZitéjsi struktury a drahy. Sipky naznacuji smér prochézejici informace.
CA = cornu Ammonis; GD = gyrus dentatus; mv = mechova vldakna (mossy fibers); pd = perforujici draha
(perforant pathway); Schk = Schafferovy kolaterdly (Schaffer collaterals); zk = zpétné kolateraly (recurrent

collaterals)

Prijatd informace prochazi hipokampem jednosmérné tzv. perforujici drahou z prilehlé
entorhinalni kiry, pres jednotlivé podoblasti hipokampu (gyrus dentatus = CA3 = CA1), uzavirajici
tzv. trisynaptickou smycku (Moser, 2011; O’Keefe & Nadel, 1978; Obr. 3C). CA1l oblast je také
obousmérné propojena piimo s entorhinalni kirou. Kromé toho CA3 region obsahuje velké mnozstvi
zpétnych (rekurentnich) kolateral - tedy axond vytvarejicich smycku navracejici se zpét k télu
stejného pyramidalniho neuronu. Tyto Schafferovy kolateraly umoznuji autoasociaci, ktera je
zodpovédna napriklad za dopliovani vzorci (reaktivaci Uplné reprezentace urcité vzpominky

doplnénim chybéjici informace) (Marr, 1971; Yassa & Stark, 2011). Komplementarni funkci je
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separace vzorcl (zvyraznéni rozdili mezi dvéma podobnymi vzpominkami a vytvoreni
nepiekryvajicich se reprezentaci) (Yassa & Stark, 2011), ¢ehoz do jisté miry miZe vyuzivat i potkan
napiiklad vloze rozpoznani premisténého objektu. Hipokampus také intenzivné komunikuje
s prefrontdlnim kortexem a asocia¢nimi korovymi oblastmi ptes prilehly entorhinalni a perirhinaln{
kortex; k soucinnosti hipokampu a korovych region dochazi ptredevsim pti vybaveni epizodické a
prostorové pamétové stopy, které vyzaduji kontext (Moscovitch et al, 2005). Vnitin{ konektivita
hipokampu a neurdlni drahy jsou mezi savci evolu¢né znacné konzervované, a stejné tak i jeho
zdkladni funkce (Manns & Eichenbaum, 2006), diky ¢emuZ jsou poznatky ziskané u potkana do
znacné miry prenositelné i na ¢lovéka.

hipokampdlni formace, funkce hipokampu ale moduluji i dal$si neurotransmiterové systémy.
Predpoklada se, ze naruSené fungovani glutamatergniho a dopaminergniho systému, miiZze byt
pric¢inou kognitivnich deficitli pti schizofrenii (Bubenikova-ValeSova et al., 2008). Dale se na regulaci
podili cholinergni systém, ktery byva zpocatku nejvice postizen u pacientli s Alzheimerovou
chorobou a miiZe Gzce souviset s poruchami paméti (Hampel et al., 2018), serotonergni sytém, jenz je
ziFejmé naruSen u poruch autistického spektra a miize prispivat ke kognitivni dysfunkci (Muller et al.,
2016), a také systém noradrenergni. Kromé toho se ukazuje, Ze zadsadnimi butikami pro spravné
fungovani hipokampu jsou rovnéZz inhibi¢ni GABAergni interneurony. NaruSeni funkce téchto
interneurond by mohlo byt jednim z mechanisma projevii psychdzy, potazmo rozvoje schizofrenie
(Benes & Berretta, 2001), a byva davano do souvislosti i s poruchami autistického spektra (Saunders

etal, 2013; Wohr etal,, 2015).

Prostorové-kognitivni ulohy

Deklarativni (explicitni) pamét je pamét védoma. Do védomi zvirat pristup nemame, piresto
zvite mize své ,prostorové“ vzpominky vyjadrit vrdznych prostorovych tulohach napiiklad
nalezenim skrytého cile. Nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi ulohou je Morrisovo vodni bludisté,
navrzené na prelomu 70. a 80. let 20. stoleti Richardem Morrisem (Morris, 1981)(Obr. 4A). V této
uloze ma potkan za tukol hledat v kruhovém bazénu maly ostrivek skryty pod hladinou vody.
Vyhodou této ulohy je pravé pouziti vody, kterd svym promichavanim vyrazné redukuje vyuzivani
blizkych orientacnich bodii (napi. pachové znacky) a potkan tak musi spoléhat na vizualni vzdalené
orientacni body a pamatovat si jejich rozmisténi ve vztahu k poloze ostriivku i své aktualni pozici
uvniti bazénu (Morris, 1981, 1984). Pfi hledani ostriivku tak potkan kdéduje prostor kolem sebe
pomoci alocentrickych koordinat nezavisle na své pozici (alocentrickd navigace), ale také vytvari
reprezentace vnéjsich voditek a objektli ve vztahu sobé samému (egocentricka navigace). Oba typy
navigace jsou vzajemné provazané a v konecném dtsledku vyzaduji funkéni hipokampalni formaci.
Ventralni hipokampus umoziuje prepinani mezi témito prostorovymi navigacemi (Torres-Berrio et

al,, 2019). Autoti nedavné publikace (Wang et al., 2020) poukazuji na dilezitost obou forem navigace
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pro tvorbu alotetické kognitivni mapy prostiedi a navrhli aktualizovany model funkéni organizace
medidlniho temporalniho laloku (zejména vstupl z entorhindlniho Kkortexu do hipokampu a
egocentrické-alocentrické transformace) a ptilehlych mozkovych struktur. Je zndmo, Ze tvorba
alocentrickych reprezentaci je spojena predevsim s aktivaci hipokampu a medidlniho entorhinalniho
kortexu, které komunikuji s parietalni kiirou a dal$imi kortikalnimi oblastmi. V ptipadé egocentrické
navigace autofi upozornuji, Ze pri jejich studiu je vZdy nutné jasné definovat, ve vztahu k ¢emu jsou
neurdlni reprezentace definovany, tedy zda k télu, hlavé nebo o¢im zvifete. V obecné roviné je k
tvorbé egocentrickych reprezentaci vyuZivano celé fady mozkovych struktur, které obsahuji buiiky
kodujici pozici potkana (napf. neurony sméru hlavy nebo neurony sledujici smér a vzdalenost
hranic). Patfi mezi né napriklad postsubikulum, postrhindlni kortex, parietdlni kortex, dokonce i
nékteré mistové neurony v CA1l oblasti hipokampu, nebo také laterdlni entorhinalni kortex (viz
pirevadét do hipokampu piedevsim neprostorové informace, avsak byla prokazana jeho dilezitost
pro rozpoznavani objekti ve vztahu k urcitému prostoru ¢i kontextu (Wilson et al, 2013). To
naznacuje egocentrické zpracovani, tedy vzajemné provazani informaci o objektech, mistech a
kontextech vyznamnych pro formovani epizodické paméti. Pravé entorhinalni kortex ma byt klicovy
pro transformaci egocentrickych signalti do alocentrickych. Autoii zminéné studie (Wang et al,
2020) predpokladaji, Ze laterdIni oblast zpracovava alotetické senzorické informace za tvorby
reprezentace prostorové informace v egocentrickém referenc¢nim ramci (,0koli ve vztahu ke mné*,
neboli informace o okoli netykajici se mé, ale vidéné z mé perspektivy). MedidIni oblast entorhinalni
kliry naproti tomu uplatiiuje alocentricky referen¢ni ramec (,ja ve vztahu k okoli“, zejména smér mé
hlavy k objektlim v okolnim prostiedi) a vaze idiotetické signdly vzniklé vlastnim pohybem spolu s
alotetickymi signaly voditek z prostredi do jednotné reprezentace (Wang et al,, 2018, 2020). Oba
typy informaci jsou posilany z entorhinalniho kortexu do hipokampu, kde jsou dale zpracovany a
integrovany do kognitivni mapy prostiedi. Lateralni oblast entorhinalni kiiry tak ziejmé pomaha
vytvaret obsah vzpominek epizodické (a rovnéZ prostorové) paméti z egocentrické perspektivy,
zatimco medialni oblast spiSe jeji kontext (Wang et al., 2020).

Morrisovo vodni bludisté se zpravidla pouziva k testovani dlouhodobé paméti, kdy se potkan
uci pozici skrytého ostriivku nékolik po sobé jdoucich dni, ¢imZ je mu umoZnéno upevnit si tuto
pamétovou stopu (Vorhees & Williams, 2006). Poloha ostriivku se v tomto pripadé neméni, stiidaji
se vSak pozice startu vypousSténého potkana. Tim se mu zamez{ vyuZziti jednodussi navigace trasou,
ale zvite si musi skute¢né vytvorit kognitivni mapu a vZdy vénovat pozornost okolnimu prostiedi. Po
osvojeni ulohy Ize miru ptresvédceni o poloze ostriivku prosetfit jeho vyjmutim (tzv. probe trial) a
naslednym mérenim pobytu potkana v blizkosti pivodniho umisténi (Morris, 1984; Vorhees &
Williams, 2006). Pokud po nékolika dnech uceni v Morrisové vodnim bludisti ostriivek premistime,
potkan si musi tuto novou pozici zapamatovat, ¢imz testujeme jeho kognitivni ¢i behavioralni
flexibilitu, neboli preuceni (tzv. reversal learning) (Morris, 1984; Vorhees & Williams, 2006).

Schopnost adaptovat se na zmény v prostiedi zajisStuje prefrontalni kortex a ventralni hipokampus,
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ktery do néj projikuje a ovliviiuje jeho fungovani (Torres-Berrio et al.,, 2019). Potkan, ktery se stale
vraci k ptivodni poloze ostriivku a neni schopen si novou polohu zapamatovat, vykazuje stereotypii,
neflexibilitu ¢i perseverativni chovani (zatvrzelé opakovani diive nauceného), podobné jako pacienti
se schizofrenif (Ridley, 1994) nebo poruchou autistického spektra (Maes et al., 2011). V Morrisové
vodnim bludisti vSak lze testovat i pamét pracovni (Morris, 1984; Vorhees & Williams, 2006), nékdy
oznacovanou jako stifednédobou, kdy je pozice ostriivku ménéna kazdy den, a ziistava stabilni jen
vramci dne. Zdravy potkan zpravidla po nékolika dnech pochopi, Ze ma ostriivek hledat na jiném
misté a jiz pri druhé plavbé novou pozici bezpe¢né nalezne. Narusena pracovni i dlouhodoba pamét
patii mezi typické symptomy Alzheimerovy choroby, proto se tato tloha Casto pouziva k testovani

jejich animalnich modeld.
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Obr. 4. Nejpouzivanéjsi prostorové-kognitivni tlohy u laboratorniho potkana. (A) V Morrisové vodnim bludisti
ma potkan za ukol hledat ostrivek skryty pod hladinou vody, ktera je zakalena barvou (Cerné pro albinotické
kmeny, bile pro tmavé kmeny potkanu). (B) Barnesové bludisté testuje prostorovou navigaci potkana na
kruhovém bludisti, které je po obvodu lemované otvory. Potkan musi najit Unikovy otvor; ostatni otvory jsou
zaslepené. (C) Potkan pfi spravném reseni ulohy v radidlnim bludisti voli rameno, na jehoz konci je umisténa
odména. (D) Bludisté tvaru T testuje schopnost potkana pamatovat si, na konci kterého ramene se nachazi
odména (zde vlevo). Pokud potkan zahne vpravo (znazornéno Cervenou Sipkou), jedna se o chybu. (E) V bludisti
tvaru Y potkan volné exploruje. Zvife s nenarusenou prostorovou paméti ramena pravidelné stfidd (spontanné

alternuje). Cervené $ipky naznacuji stav, kdy zvife chybné navstivi rameno B pf¥ili§ brzy po sobé.
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Proceduralni aspekty (schopnost plavat a vylézt na ostrlivek, vidét orienta¢ni znacky a
motivaci FeSit Ulohu) lze sledovat v ptipad€, Ze nechame potkana navigovat na vynoteny a viditelné
oznaceny ostrivek. Navigace na skryty cil (place navigation) je zavisla na funk¢nim hipokampu a
vytvoreni reprezentace okolniho prostoru s vyuzitim vzdalenych orientacnich bodid (Morris et al,
1982; O’Keefe & Nadel 1978; Rice et al,, 2015), zatimco navigace na viditelny cil (cued navigation) je
spiSe odpovédi na proximalni stimulus v podobé viditelného ostrivku s naslednym vytvorenim
jednoduché asociace (stimulus-response association) a na hipokampu zavisla neni, vyzaduje vSak
neposkozené dorzolateralni striatum (Chavarriaga et al.,, 2005; Packard & Knowlton 2002; Rice et al,,
2015). Obé strategie mohou byt pouzivany soubézné, coz bylo ukazano v tloze kombinujici navigaci
na skryty i viditelny ostrtivek (Devan & White 1999; Chavarriaga et al., 2005). Prislusné neuralni
navigacni systémy si do urcité miry konkuruji a vypnuti jednoho z nich muze posilit funkci druhého,
napf. 1éze hipokampu u zvirete (Devan & White 1999), nebo deaktivace modulu pro place navigation
u robota (Chavarriaga et al,, 2005), vede k rychlejSimu nachazeni viditelného ostrtivku.

Uloha Morrisovo vodni bludi§té byla v minulosti dale modifikovana, aviak popis jejich
variant jiZ presahuje rdmec této dizertani prace a o néco detailnéji o nich pojednava moje diplomova
prace (Vojtéchova, 2014).

Suchou variantou Morrisova bludisté mlize byt napiiklad bludisté Barnesové nebo radialni.
V Barnesové bludisti (Obr. 4B) béha zvite po kruhové plosiné, podél jejihoz okraje jsou pravidelné
umistény identické otvory, z nichZ jeden ukryva odménu (inikovy box) (Gawel et al., 2019). Potkan,
ktery si pamatuje pozici tohoto otvoru, jej okamzité najde, zatimco jedinec s narusenou prostorovou
orientaci exploruje riizné otvory nahodné. Na podobném principu je zaloZeno radialni bludisté
(Obr. 4C), které se vsak sklada zpravidla z osmi ramen obehnanych sténami; odména ve formé
potravy je v tomto pripadé umisténa v jamce na konci vybraného ramene (Wenk, 2004). ObtiznéjSimi
variantami téchto uloh jsou rtizna komplexni bludisté, jejichZ cilem je pamatovat si sérii zaboc¢eni
vlevo-vpravo, nebo dokonce vymyslet zkratky vedouci kcili (Tolman, 1948). Naopak jednodussi
variantu predstavuji tfiramenna bludisté tvaru T (Deacon & Rawlins, 2006; Obr. 4D) a tvaru Y (zde
na sebe rovnocenna ramena prisedaji pod stejnym thlem 120°; Kraeuter et al., 2019; Obr. 4E). Obé
ulohy lze vyuzit pro studium prostorové pracovni paméti (nebo kratkodobé habituace, viz dale;
Sanderson & Bannerman, 2012) prostiednictvim spontanni alternace, pri které se zvire rozhoduje,
zda zahne doprava nebo doleva. Zdravé zvire by mélo navstévu ramen pravidelné stiidat a nemélo by
se Casto vracet do téhoZ ramene. V T-bludisti je moZné zvife naucit preferenci jednoho z ramen s
pouZzitim odmény umisténé na jeho konci. Premisténim odmény do druhého ramene, nez na které je
potkan nauceny, Ize tetovat kognitivni flexibilitu.

Unikatnim testem prostorové kognice, ve kterém zviie pifedem urc¢ené misto nevyhledava, ale
naopak se mu vyhyba, jsou rizné varianty koloto¢ového bludisté (Obr. 5), poprvé navrzeného a
zkonstruovaného na konci 90. let 20. stoleti v Laboratofi neurofyziologie paméti ve Fyziologickém
tistavu AV CR (Bures et al, 1997). Jednou z variant je tloha aktivni alotetické vyhybani se mistu

(active allothetic place avoidance, AAPA) (Petrasek et al., 2009; Stuchlik et al., 20044, 2013), pri které
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kruhova aréna rotuje a potkan si musi zapamatovat polohu neviditelné kruhové vysece (sektoru).
Sektor je stabilni v rdmci mistnosti, a zvife se mu mus{ aktivné vyhnout, jinak je potrestdno mirnou
elektrickou rankou (Cimadevilla et al., 2001; Fenton et al., 1998; Stuchlik et al., 2004a; Wesierska et
al,, 2005). Jak uz nazev napovida, spravné resenf této ulohy vyzaduje aktivni pohyb zvitete, nebot pfti
pasivni nec¢innosti je potkan vlivem rotace arény vzdy do sektoru zavezen. Nékdy se jako dodatetna
motivace k pohybu po aréné pouZivd predchozi potravni deprivace a nasledné sbirani malych
potravovych kulicek padajicich na riznid mista arény (Bures et al, 1997; Petrasek et al., 2014a;
Stuchlik, 2004b). Ackoli pri této aktivité (foraging) dochazi ke konfliktu motivaci (averzivni -
elektrické ranky, a apetitivni - potrava), data z nasi laboratoie ukazuji, Ze zlepSuje vykon zvirat a

vyrazné sniZuje variabilitu dat, a je tedy velmi Zadana.

A Infracervena

TV kamera Kabel pFivadgjici
elektricky Sok

Prihledna sténa z plégiskla

/ Potkan nesoucf
. LED-diodu

Motor
fidici arénu

Obr. 5. KolotocCové bludisté. (A) Schéma aparatury. (B) Pohled shora na aparaturu s potkanem. Kolem kruhové
kovové arény, kterd mlze rotovat, je postavena pruhledna sténa z plexiskla. Zakazany sektor (kruhova vysec
oznacdend Cervenymi pferusovanymi ¢arami) neni pro potkana na aréné viditelny, ale je definovan v programu
na pocitaci. Pri vstupu do sektoru potkan obdrzi mirnou elektrickou ranku, kterd ho ma motivovat k atéku a
zapamatovani si polohy sektoru. (C) Udileni elektrickych ranek (Sokd) je umoZnéno propojenim potkana pres
kovovou jehlu umisténou transdermalné na hrbeté potkana, ke které je pfipevnéna krokosvorka s kabelem.
Potkan nese na zadech také infracervenou LED diodu, diky niz mdzZe program sledovat jeho trajektorii. Druha
LED dioda je umisténa po obvodu arény a umoznuje snimat jeji rotaci. Diky tomu je mozné ziskat nachozenou

drahu jak na rotujici aréné, tak vzhledem ke stabilni mistnosti.

Kromeé toho, Ze tloha méri dlouhodobou pamét, jelikoz sezeni se opakuji nékolik dni po sobé,
je také testem prostorové kognitivni koordinace, neboli schopnosti rozlisit relevatni informace
(stabilni mimoarénové vzdalené orientacni body v mistnosti) od irelevantnich (orienta¢ni body
rotujici spolu s arénou) (Phillips & Silverstein, 2003; Stuchlik et al., 2013; Wesierska et al., 2005).
Analogickym testem u lidi je tzv. Strooplv test (Stroop, 1935), ktery méii deficit kognitivni
koordinace tim, Ze ma jedinec Fici spravnou barvu, kterou je napsané urcité slovo, jehoZz vyznam
odkazuje na jinou barvu (napft. slovo ,zelend“ napsané oranzové) (Obr. 6). Urceni barvy, kterou je
slovo napsané (tj. oranZova) ma urcité zpozdéni ve srovnani s urcenim téZe barvy ve ¢tverci, protoze

zde dochazi k interferenci konfliktniho stimulu slova oproti pojmenovavani barev. Typicky pacienti

trpici schizofrenii (ale i jinou psychiatrickou diagnézou) maji s odliSenim relevantniho vyznamu
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problém (Phillips & Silverstein, 2003), podobné jako potkan s indukovanou psychézou (napf. pod
vlivem fencyklidinu, nebo dizocilpinu, téZ MK-801, antagonisty NMDA receptord) neni schopen
v testu aktivni alotetické vyhybani se mistu rozpoznavat dva odliSné disociované prostorové ramce
(rdmec rotujici arény a stabilni rdmec mistnosti), tim paddem ani selektivné aktivovat relevantni
reprezentaci, a neprijemnému sektoru se tak nedokiZe vyhnout. Pro upfesnéni, zda se jedna
specificky o deficit segregace ramcti, nebo spiSe o deficit uceni ¢i navigace je potieba provést vice
variant testu v kolotoCovém bludisti (Kao et al., 2017; Kubik et al., 2014). Ty se lisi svou obtiZnosti a
kazda z nich testuje odlisné kognitivni funkce; jednotlivé varianty jsou detailné predstaveny v mé
diplomové praci (Vojtéchova, 2014). Stejné jako v Morrisové vodim bludisti lze i v této tloze testovat
kognitivni flexibilitu a schopnost pireuceni premisténim sektoru na jiné misto arény (Lobellova et al,,

2013).

A Kolotoéové bludisté B Stroopliv test
Prostorovy ramec arény Prostorovy ramec mistnosti Text Barva
- ZLUTA ORANZOVA
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FIALOVA ZELENA
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Uloha aktivni vyhybani Uloha uréeni barvy textu

Obr. 6. Porovnani kolotocového bludisté, navrzeného pro testovani laboratornich potkan(, a Stroopova testu
pouzivaného u lidi. Spolecnym jmenovatelem je schopnost kognitivni koordinace, tedy odliseni relevantni
informace od irelevantnich. (A) V tloze aktivni vyhybani se mistu s rotujici arénou, ale stabilnim zakdzanym
sektorem, musi potkan rozlisit mezi relevantnimi orienta¢nimi body (znacky v prostorovém ramci mistnosti) a
irelevantnimi (znacky v prostorovém ramci arény), aby Glohu Uspésné resil. (B) Ve Stroopové testu jsou témito

,ramci“ barva a vyznam textu. Urceni barvy, kterou je napsan text s vyznamem barvy jiné, je kognitivné

Prostorovou pamét testujeme také v iloze rozpoznani piremisténého objektu, ktera je vsak
zaloZena na jiném principu nez vySe popsané ulohy, protoZe se zde vyuZziva prirozené a nenasilné
explorace a zvédavosti zvifete (Vogel-Ciernia & Wood, 2015). Potkan je dvé po sobé nasledujici
sezeni vystaven dvéma (nebo i vice) objektiim, piicemZ jeden z objekti je pifi druhém sezeni
premistén. Zdravy potkan, ktery si pamatuje piedchozi polohu objektu, exploruje véc v novém
umisténi vice neZ objekty ve svych plvodnich pozicich. Potkan s poruchou tohoto typu paméti

nedava nové usazenému objektu pirednost pred objekty ostatnimi.
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Dalsi typy uceni a paméti

U potkanti Ize testovat i nékteré formy lidské nedeklarativni (implicitni) paméti, tj. paméti
bez nutného uvédomeéni. Takovym piikladem nevédomé pameéti je motorické (proceduralni) uceni,
které opakovanym tréninkem v rlznych ulohdch na motorickou koordinaci zadnich ¢i prednich
konCetin - napf. chlize po zrychlujicim se oto¢ném valci (Buitrago et al., 2004), chlize po lati
(Goldstein & Davis, 1990) ¢i po Zebricku (Metz & Whishaw, 2002), schodistovy test na uchop predni
koncetiny (Pagnussat et al., 2009) ad. - vede k motorické dovednosti. Motorické uceni ziejmé neni
zavislé na hipokampu, jak ukazala lidska studie s pacientem jménem Henry Molaison (H. M.), ktery
po chirurgickém odstranéni vétSiny medialniho temporalniho laloku spolu s velkou ¢asti hipokampu,
a to v obou hemisférach, sice trpél anterogradni a ¢asteCnou retrogradni amnézii, avSak motorické
uceni jako takové postiZené nemél; pacient se v motorickych dovednostech zdokonaloval, ackoliv si
samotny proces uceni nepamatoval (Corkin, 2002; Scoville & Milner, 1957). Pro uc¢eni motorickych
dovednosti je vramci mozku dulezité striatum (bazalni ganglia) (Wilkinson & Jahanshahi, 2007),
mozecek (Lee et al., 2007) a motoricky kortex (Kawai et al., 2015), a z neuroptenasecovych systémui
piredevsim systém dopaminergni (Hosp & Luft, 2013). Motorické uceni mliZe byt zhorSené u pacientli
s Alzheimerovou chorobou zejména v pozd€jsi fazi jejtho rozvoje, s tim, jak dochazi po hipokampu
k degeneraci i dal$ich mozkovych struktur; klesa piesnost pohybii a jemné motoriky, pozdéji i chilize
a hrubsich dovednosti (Alzheimer’s Association, 2017).

Neasociativni u€eni je jednou z nejjednodussich forem uceni, pti kterém se odpovéd jedince
na opakované vystaveni témuz podnétu ¢asem bud’ zeslabuje (habituace), nebo zesiluje (senzitizace).
Jak bylo poprvé popsano u morského plze Aplysia, pti kratkodobé habituaci dochazi v reakci na
opakované drazdéni neuronu ke sniZenému vydeji neuropienaSece z presynaptického zakonceni,
jehoZ projevem je privyknuti k stimulu; pfi dlouhodobé habituaci dochazi ke zménam také na
postsynaptickém neuronu (Glanzman, 2009). Habituace slouZi k odfiltrovani biologicky nedilezitych
stimull pri zachovani selektivni pozornosti stimulim relevantnim pro preZiti, aby nedoslo
k prehlceni nervového systému (Carlton, 1968; Rankin et al., 2009).

Behavioralni habituace znamen4, Ze si zvife postupné privykne (habituuje se) urc¢itému
prostiedi, pokud se v ném nachazi opakované nebo je mu vystaveno dlouhodobé, a vénuje mu obecné
mensi pozornost (napt. méné exploruje), pritom vsak nedochazi k senzorické adaptaci (Corey, 1978;
Rankin et al, 2009; Thiel et al, 1998). Behavioralni habituace zavisi na hipokampu: zvifata
s hipokampdlni 1ézi se na prostredi nehabituuji (Corey, 1978), navic velikost termindlnich poli
mechovych vlaken v hipokampu koreluje s mirou habituace (Crusio & Schwegler, 1987). Habituac¢ni
uceni vyzaduje normdlni fungovani cholinergniho systému v mozku (do hipokampu vstupuji
cholinergni neurony lokalizované v medidlnim septu) a lze jej vyznamné ovlivnit skopolaminem,
antagonistou muskarinovych acetylcholinovych receptort (Carlton, 1968; Green et al., 1975; Thiel et
al,, 1998; Ukai et al., 1994). Vzhledem k tomu, Ze hipokampalni formace a cholinergni neurony jsou

jako prvni poSkozeny u pacienti s AD, mize habituace predstavovat zajimavé behavioralni
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paradigma v animalnich modelech AD. Habituace se ziejmé Gc¢astni i inhibi¢ni GABAergni signalizace
(Giovannini et al., 2001). Badatelé Sandreson a Bannerman prokéazali v experimentu, ve kterém mysi
vystavovali riznym obménam podminek pti opakovaném vystaveni prostiredi (dlouhé 24-hodinové
vs. kratké 1-min intervaly mezi opakovanimi, deset kratkych vs. dvé dlouha sezeni apod.), Ze
prostorova habituace zavisi na délce trvani mezi expozicemi danému prostredi a jejich poctu. Lze tak
rozlisit krdtkodobou a dlouhodobou habituaci jako oddélené procesy, které si vzijemné konkuruji,
pricemz kratkodoba habituace predstavuje neasociativni uceni, zatimco dlouhodoba habituace je
dana posilovanim paméti (pfi opakovaném vystaveni prostredi), které odrazi asociativni ucenf
(Sanderson & Bannerman, 2011). Studie souhlasi s diivéjsim pozorovanim (Davis, 1970), pfi némz se
potkani l1épe kratkodobé habituovali (vykazovali niZs$i dlekovou reakci) pri opakované expozici
zvukovym stimuldim, pokud byly intervaly mezi nimi kratsi (2 s) nez delsi (16 s). Pro dlouhodobou
habituaci na stimuly vSak byla vyhodna ptedchozi zkuSenost s delSimi intervaly mezi stimuly neZ
kratkymi. Expozice kratkym a dlouhym stimulim mezi intervaly ma tedy opacny efekt na
kratkodobou a dlouhodobou habituaci ulekové odpovédi (Davis, 1970). Opakovany trénink
rozprostredny do delSiho ¢asového useku (napt. tfi 3-min sezeni oddélena 1-h intervaly; spaced
learning) byl téZ vyhodnéjsi v testu rozpozndni nového objektu, vnémz zdravé zvire prirozené
preferuje exploraci nového objektu ve srovnani s jiZ prozkoumanym (Vogel-Ciernia & Wood, 2015).
Uloha rovnéZ piedpoklada habituaci na zkoumané prostiedi s piivodnim objektem. Pokud zvite
explodovalo prostiredi sobjekty vkratkém casovém useku (napf. jedno 9-min sezeni; massed
learning), preference pro novy objekt 1 hodinu po tréninku pak byla ve srovnani s opakovanym
tréninkem nizs${ (Anderson et al., 2008). Badatelé Sanderson a Bannerman dokonce spekuluji, Ze za
kratkodobou habituaci lze povazovat i spontidnni alternaci méfenou v bludisti tvaru Y nebo T
(Sanderson & Bannerman, 2012). Autofi argumentuji, Ze spontanni alternace, kterou projevuji i
jednoduché organismy, predstavuje spiSe pasivni zkuSenost s aktudlné prezentovanym specifickym
stimulem vedouci k do¢asné redukci pozornosti a odpovédi na néj. Pracovni pamét naproti tomu
vyzZaduje aktivni manipulaci s informaci a jeji udrZeni v paméti. V tlohach testujicich prostorovou
pracovni pamét se zvife musi nejprve naucit jeji pravidla (musi se ,naucit alternovat“), zatimco
zvirata spontanné alternuji i bez znalosti téchto pravidel a bez odmény, coZ naznacuje, Ze je tato
schopnost vrozena. V piirodé ma prostorova alternace zvySovat uspéSnost hlodavce pfi
prozkoumdavani prostiedi a hledani potravy, aby nenavstévoval stale stejnd mista, na nichZ se zasoby
potravy jiZz vycerpaly, a tim Setfil energii. Vlastnimi experimenty na mySich svyrazenym genem
(knockout) pro GluAl podjednotku a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazolpropionova Kkyselina
(AMPA) receptort autori dokazuji, ze GluAl podjednotka je zasadni pro prostorovou alternaci a
kratkodobou habituaci (Sanderson et al, 2009; Sanderson & Bannerman, 2012). Dlouhodobou
habituaci vSak delece genu pro GluA1 naopak posilila, coz podporuje fakt, Ze oba procesy jsou zavislé
na odliSnych mechanismech; 1éze hipokampu narusila oba typy habituace (Sanderson et al., 2009;
Sanderson & Bannerman, 2012). Prefrontalni Kortex, dilezity pro pracovni pamét, nemusi byt nutné

funk¢ni ve vsech tlohach zamérenych na alternaci, avsak hraje vyznamnou roli v pripadé, ze v tloze
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nastanou neocekdvané zmeény, na které je nutné flexibilné reagovat. Pokud se ovSem spontdnni
alternaci ve skuteCnosti netestuje pracovni pamét, ale habituace, je nutné to zohlediiovat
v transla¢nich studiich na animdalnich modelech lidskych dysfunkci pracovni paméti (Sanderson &
Bannerman, 2012).

Druhym typem neasociativniho uceni je senzitizace. Pti ni, na rozdil od habituace, postupné
dochazi pti opakované expozici k stdle intenzivnéjsi behavioralni a neurochemické odpovédi na dany
podnét v disledku posileni synapsi (Hawkins, 1984). Neurobiologické procesy senzitizace jsou
zdkladem pro uceni posilovanim (reinforcement learning), napriklad za odmeénu, a to u zvirat i u lidi
(Schmidt & Beninger, 2006; Weidenauer et al., 2017). Takovou odménou miize byt navykova latka
(drogy, alkohol) a senzitizace se mize objevit pii zavislosti. Pfi senzitizaci je odpovéd na
psychostimulanty (napt. amfetamin, kokain) zesilena i pfi konstantnim davkovani, a je opakem
drogové tolerance, tj. niz8§i odpovédi na drogu o stejné davce (Weidenauer et al., 2017). Amplifikaci
neurondlni a behaviordlni odpovédi na stimul v prostfedi (napf. stresor) nebo na drogu
zprostiedkovdvd neuropienase¢ dopamin. P#i senzitizaci (napf. kamfetaminu) dochazi
k hyperaktivaci mezencefalické dopaminergni drahy (ve ventral tegmental area a nucleus
accumbens), kvy$$imu uvoliiovdni dopaminu z presynaptickych zakonceni a zvySovani jeho
extracelularntho mnozstvi (viz prehledy Schmidt & Beninger, 2006; Weidenauer et al., 2017).
Amfetamin zplsobuje u zvifat hyperlokomoci a stereotypie, které s opakovanym podanim drogy
nabyvaji na zadvaznosti (Robinson & Becker, 1986). U lidi miize vyvolat projevy podobné psychéze
(Snyder, 1972), podobné jako maji pacienti se schizofrenif, u nichZz se predpoklada podobna
hyperaktivita mezolimbického dopaminergniho systému. Pacienti s akutnimi projevy schizofrenie
maji ptirozenou endogenni senzitizaci dopaminergniho systému, a jsou tak citlivéjsi k plisobeni
amfetaminu neZ pacienti v remisi nebo lidé bez této psychiatrické diagnézy, piestoZze nikdy piredtim
drogu nepozili, a droga u nich miize psychézu pfimo indukovat (Lieberman et al., 1987; Laruelle,
2000). Hyperaktivace dopaminergniho systému u schizofrenie také senzitizuje jedince ke stimultim
v prostiedi, které jsou jinak neutralni (Schmidt & Beninger, 2006). Senzitizace tak predstavuje
vyznamnou formu uceni v animalnich modelech schizofrenie.

Asociativni uceni zahrnuje klasické a operantni podminovani. Klasické podminovani
poprvé popsal L. P. Pavlov na konci 19. stoleti u pst, ktefi slinili v reakci na maso a pozdéji i na dalsi
stimuly, napt. zvonéni zvonku ¢i bily plast (Strickland, 2001). Pti pravidelném krmeni doslo u pst
k vytvoreni asociace mezi nepodminénym biologicky dilezitym stimulem (maso), na ktery vznika
prirozeny reflex bez predchoziho tréninku, a podminénym stimulem (zvonek, plast), ktery byl
zpocatku neutralni. Pro vytvoreni asociace a jeji udrZeni je potreba oba stimuly opakované
prezentovat pohromadé, jinak dojde k extinkci (vyhasnuti asociace, zapomenuti) (Strickland, 2001).
U clovéka lze mérit klasické podminovani reflexivnim mrknutim oka (eyeblink conditioning) jako
reakci na tén (podminény stimulus) prezentovany nejprve pired nepodminénym founknuti do oka,
pozdéji i bez tohoto nepodminéného stimulu (Clark & Squire, 1998). U lidi je tvorba asociace mezi

nepodminénym a podminénym stimulem casto spojena s emocemi, at uz v dobrém slova smyslu
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(podminénym podnétem muze byt napt. viné nebo pisenn asociované s hezkou zkuSenosti v
minulosti), nebo v tom $patném, kdy mize dojit ke generalizaci a vysledkem je strach z podobnych
podminénych podnétti ¢i riizné fobie (napf. strach ze psti pri pokousani v détstvi) (Strickland, 2001).
Na emoc¢ni paméti, tedy vzpominek spojenych s pocity (LaBar & Cabeza, 2006) se podili hipokampus,
ktery se radi do limbického systému (Naidich et al., 1987), zejména spolu s amygdalou, ke které
ventralni hipokampus priléh4, a také prefrontalnim kortexem. U potkant Ize emoc¢ni pamét testovat
klasickym strachovym podminiovanim, v némz nepodminény stimulus ptfedstavuje elektricka ranka a
podminény napiiklad tén (Curzon et al., 2009). Uloha kontextudlni strachové podmitiovani testuje
schopnost asociovat si neptijemnou vzpominku s danym kontextem, kterym je prostredi obklopujici
potkana (Curzon et al., 2009); v kontextudlni strachové diskriminaci se méfi schopnost tento kontext
odlisit od neutralniho kontextu (Maren et al., 2013). Je zajimavé, Ze hipokampus je nepostradatelnou
strukturou pro diskriminaci kontextd, zifejmé ne vSak pro samotné podminovani (Frankland et al.,
1998). Pokud vSak nepodminény podnét nasleduje po ukonceni podminéného podnétu se zpozdénim
(trace conditioning), hipokampus je také vyzadovan (Clark & Squire, 1998). Uceni podminovanim
zprostiedkovava predevsim dopamin (Weidenauer et al., 2017) a glutamat skrze NMDA receptory,
které poskytuji molekularni mechanismus pro asociativni synaptickou plasticitu; tvorba novych
asociaci vede ke zménam aktivity mesolimbickych dopaminergnich neuronti (Hall et al, 2009).
Klasické podminovani nevyZaduje volni akci. Prioperantnim podminovani vSak dochazi
k posilovani podminéné ¢innosti v reakci na nepodminény podnét v prostredi (napft. potrava), jak
ukazal jiz Skinner ve 30. letech 20. stoleti, ktery operantni podminovani definoval jako ,chovani
kontrolované svymi diisledky” (Staddon & Cerutti, 2003). U zvirat touto Cinnosti, kterd je zprvu
ndhodna nebo prirozena a snadno opakovatelnd, miize byt mackani packy (napt. u potkana) nebo
klovani (napft. u holuba). Pokud v jejim dtisledku zvife obdrzi odménu (pfipadné trest), naudi se tuto
¢innost pouzivat k jejimu dosazeni (nebo vyhnuti). Aby operantni podminovani probéhlo tispésné,
musi jedinec dusledky svého jednani predvidat. Operantni uceni je Fizeno septo-hipokampalni
cholinergni signalizaci a zpétnovazebné produkci dopaminu mificiho z ventralni tegmentalni oblasti
do septa (Yamamuro et al, 1995). Oba typy asociativniho uceni mohou byt vyznamné ve vztahu
k Alzheimerové chorobé i schizofrenii a jejich animalnim modeltim. Bylo prokazano, Ze pacienti trpici
Alzheimerovou chorobou méli zpomalenou, ackoli ne zcela narusenou, tvorbu podminénych reflext
oproti lidem bez demence, a toto zjisténi diskutuji autofi studie v souvislosti s poklesem denzity
Purkynovych bunék v mozecku (Solomon et al, 1995; Woodruff-Pak & Papka, 1996). NarusSené
operantni podminiovani bylo pozorovdno u transgenniho mySiho modelu Alzheimerovy choroby
(Blackshear et al, 2011). Abnormality vtvorbé asociaci hraji vyznamnou roli i v patologii
schizofrenie, coz mlze byt zplGsobeno zménami ve fungovani glutamatergniho a dopaminergniho
mezolimbického systému, zasadnich pro plasticitu a asociativni uceni. Nékteré geny uvadéné jako
rizikové pro rozvoj schizofrenie jsou zapojené do glutamatergni a dopaminergni signalizace a souvisi
s asociativnim ucenim (Hall et al, 2009). Genetické mysi modely schizofrenie rovnéz vykazuji

narusené operantni podminovani (Heyser et al., 2000).
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S emoc¢ni paméti je jisté Uzce spjata také socialni pamét, kterd je zvlast dilezita jak pro
lidské subjekty, tak pro potkany i dal$i socidln{ zvirata, ktera Ziji v hierarchii a maji mezi sebou slozité
vzajemné vztahy. Ukazalo se, Ze pro socidlni pamét je ziejmé dullezitd specificky CA2 oblast
dorsalniho hipokampu (Hitti & Siegelbaum, 2014) a CA1 oblast hipokampu ventralniho (Okuyama et
al.,, 2016). Schopnost identifikovat zndmé jedince a odlisit je od neznamych Ize u potkant sledovat
v testu socidlntho rozpoznavani, ve kterém zdravy potkan preferuje seznamovani s jedincem, se
kterych se dosud nesetkal, zatimco potkan s poruchou socidlni paméti se vénuje zndmému
i nezndmému jedinci s podobnou intenzitou (Thor & Holloway, 1982). Obdobnou ulohou, avsak za
pouziti objektd, je test rozpoznani nového objektu, v némz zdravé zviie rovnéz prirozené preferuje
exploraci nového objektu ve srovnani s jiZ prozkoumanym (také viz vyse; Vogel-Ciernia & Wood,
2015). Role hipokampu v rekogni¢ni paméti neni zcela vyjasnénd, nicméné zda se, Ze jeho aktivita
neni nezbytna pro kédovani a vybaveni paméti pro objekty v kratkodobém méritku (v rdimci minut),
ale je potrebna vpripadé dlouhodobych vzpominek; rozpoznavani objektd se ucastni téz
parahipokampdlni oblasti (Hammond et al., 2004). Rekogni¢ni pamét ve své zakladni podobé
(rozpoznani nového od zndmého) je nevédoma, a ziejmé sem patii i ndm znamy pocit ,toho/tohle uz
jsem nékde vidél...“. KdyZ si ovSem vybavime kde a za jakych okolnosti jsme si danou véc nebo
jedince zapamatovali, mluvime spiSe o paméti deklarativni. Potkana se na to druhé zeptat primo
nemuZeme, proto objektivné mérime pouze jeho nevédomou slozku.

Dosud nebyla zminéna také pamét senzoricka (percepcni), ktera trva jen velmi kratkou dobu
(maximalné jednu sekundu) a rovnéz probiha na nevédomé drovni. Vznika percepci senzorickymi
organy a je dale komplexné zpracovana podkorovymi strukturami (talamus, bazalni ganglia,
amygdala ad.) za Gcasti hipokampu s pfilehlym parahipokampalnim gyrem, a kortexu, které proces

déle moduluji (Kumari et al., 2005).

1.1.3. Testovani ostatnich behavioralnich domén u potkana

U potkana je mozZné kromé uceni a paméti testovat i jiné domény chovani, coZ z néj déla
vhodny organismus pro modelovani SirStho spektra symptomatologie neuropsychiatrickych
onemocnéni. Jednou z téchto domén je tzkost, ktera u lidskych pacienti s psychickou poruchou byva
zpravidla zvySend. U potkana se anxieta nejcastéji méri mnozstvim Casu straveného na otevienych
ramenech vyvySeného kiiZového bludisté (File et al., 2004), v testu svétlo-tma pobytem v jasné
nasviceném kompartmentu vii¢i pobytu v tmavém kompartmentu (File et al., 2004), nebo preferenci
vysKkytu u stén oproti centralni oblasti v testu otevieného pole (Ramos et al., 1997). Ve vSech téchto
testech se vyuziva dvou prirozenych, ale protichidnych vlastnosti zvirete, a to prirozené tendence
explorovat nezndmda prostiedi, a naopak vyhledavat bezpetné tmavé a tésné prostory.
U uzkostnéjsiho zvirete prevazuje druhad zminovana vlastnost. U lidi se rozliSuje strach (z néceho
realného, ma objektivni pfi¢inu) a tzkost (nadmérny neurcity strach bez konkrétni piiciny ci

podnétu, doprovazeny télesnymi projevy jako napi. tachykardie, poceni ad.) jako dvé nestejné
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charakteristiky. Kdybychom sli do dusledk, daly by se v nékterych pripadech rozlisit i u hlodavci: ve
vyvySeném kiiZovém bludisti strach z padu z otevieného ramene, ale objektivné neopravnéna tizkost
ve svétlém kompartmentu v testu svétlo-tma; nicméné v literature se tyto dvé emoce v podstaté
nerozliSuji a byvaji shrnuty pod termin ,anxieta“. I presto lze tvrdit, Ze vyvySené kiiZové bludisté a
test otevieného pole testuje rtizné podtypy anxiety (Ramos, 2008). Miru anxiety lze do jisté miry
mérit i vnékterych jinych dlohach, ve kterych je moZzné zarovein nahravat na mikrofon s vysokym
frekventnim rozsahem. Pokud se totiZ potkani citi ohroZeni, vydavaji na frekvencich kolem 22 kHz,
tedy pro nas jiz neslySitelnych, tizkostné vokalizace (Portfors, 2007). Tyto vokalizace jsou na
zaznamu snadno rozpoznatelné a jejich mnozstvi také vyjadiuje miru izkostného chovani.

Potkan je rovnéZ povéstny svou vysokou exploracni aktivitou, kterou lze chapat jako analog
motivace a zajmu o oKoli u lidi; u pacienti s psychiatrickou diagn6zou mohou byt sniZené. S exploraci
souvisi i lokomoc¢ni aktivita (u potkana mérena nejcastéji v testu otevieného pole; Walsh & Cummins,
1976), a s ni zase souvisi motorickd koordinace (viz vySe jmenované ulohy zamérené na motorické
uceni). Hyperlokomoce je napiiklad u model schizofrenie povaZovana za analog psychézy, protoze
se u ni predpoklada plsobeni podobného mechanismu (Vojtechova et al.,, 2016). Nizsi lokomoc¢ni
aktivita nebo poruchy motoriky mohou zase pripominat motorické symptomy pozorované
u Alzheimerovy choroby (Alzheimer’s Association, 2017).

Pro poruchy autistického spektra je typickym symptomem socidlni deficit, ale snizena ¢i
narusena schopnost komunikace a zmény v socidlnim chovani se objevuji i u schizofrenie (American
Psychiatric Association, 2013). Pacienti trpici Alzheimerovou chorobou ¢asto vykazuji sociadlni
stazeni a poruchy komunikace, které jdou ruku v ruce s celkovymi zménami osobnosti v disledku
postupujici choroby (Alzheimer’s Association, 2017). Deficit riznych prvkd sociadlniho chovani
podobny lidskym symptomlm lze rovnéz pozorovat u potkana vystaveného nékterym manipulacim.
Jak jiz bylo zminéno, potkan je velmi spolecensky tvor zvykly Zit ve skupinach a hierarchii, jehoz
socidlni chovani ¢itd rozmanité prvky, a je dokonce rozvinutéjsi nez u mysi (Whishaw et al., 2001).
Navic je moZné u potkana modelovat naruSeni vzdjemné komunikace. Kromé vySe zminénych
uzkostnych vokalizaci totiZ potkani vydavaji dalsi typy ultrazvuki, naptiklad na frekvencni hladiné
kolem 40 kHz (jednoduché zvuky mlad'at volajicich matku), a maji i pestry repertoar vice
modulovanych zvuki na frekvencich 50 kHz a vySe, kterymi spolu vzajemné komunikuji (Portfors,
2007; Wright et al, 2010). Potkani modely poruch autistického spektra, schizofrenie nebo
i Alzheimerovy choroby tak mohou mit chuds$i repertoar téchto projevii, mensi mnoZstvi
emitovanych zvuki ¢i jinak narusenou ultrazvukovou vokalizaci.

Hojné pouzivany je test ulekové reakce a jeji inhibice, které Ize aplikovat s vyhodou jak na
Clovéka, tak na potkana. Principem je méreni miry ulekové reakce (v ptipadé potkana je to mira
nadskoceni, u lidi reflexni staZeni svalli v okoli oka) po kratkém a hlasitém zvukovém stimulu.
U nékterych poruch byva ulekova reakce vétsi nez u zdravych jedincli, napiiklad u nékterych
pacientli s poruchou autistického spektra (Kohl et al., 2014). U zdravého jedince Ize sniZit tento

ulekovy reflex prezentaci kratstho a méné hlasitého zvukového stimulu (tzv. prepulsu) kratce pred
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silnym stimulem (Egerton et al, 2008), avSak u narusSeného jedince (typicky u pacienta se
schizofrenii nebo potkaniho modelu psychdzy) mize byt leknuti stejné, nebo dokonce vice intenzivni
nez bez pouZiti prepulsu (Braff et al,, 1999; Egerton et al., 2008). U testu prepulsni inhibice hovofime
o senzorimotorickém zpracovani informace (sensorimotor gating). V ptipadé prepulsni inhibice se
vlastné jedna o kratkodobou habituaci vedouci ke sniZené reaktivité na urcity podnét (Zaman et al.,
2017), ke které vSak dochazi jiz pfi prvnim stimulu, na rozdil od vySe zminéné habituace na

prostiredi.

1.1.4. Potkan jako vhodné zvire pro studium psychickych poruch

Laboratorni potkan predstavuje pro studium dusevnich poruch vhodnou alternativu k ¢astéji
pouZzivané mysi. Ackoli u mysi je vyhodou zejména levnéjsi a prostorové uspornéjsi chov, snazsi
manipulace s genomem a vyvoj transgent, z behavioralniho hlediska je potkan vhodnéjsi diky pestré
paleté projevii chovani, nejen pamétovych dovednosti, ale i dalSich behavioralnich domén. To
umoZiiuje dokonalejsi a detailnéjsi behavioralni charakterizaci. Potkan ma napiiklad rozmanitéjsi
socialni chovani a vzajemnou komunikaci, jemné;jsi a presnéjsi motorickou koordinaci a 1épe zvlada
navigacni tlohy ve vodnim prostredi (Do Carmo & Cuello, 2013; Whishaw et al., 2001). Kromé toho
ma vétsi mozek usnadiiujici in vivo techniky ¢i analyzu tkani (presnéjsi zacileni pii aplikaci latek,
snaz$i odbér cerebrospinalni tekutiny ¢i mikrodialyzu svétSim objemem ¢i opakovanim,
elektrofyziologické méreni, neurozobrazovani ad.) (Do Carmo & Cuello, 2013; Tesson et al,, 2005). Je
také evolucné blizsi Clovéku a ma vétsi miru podobnosti fyziologickych i genetickych vlastnosti
(Gibbs et al., 2004), napriklad oproti mysi ma potkan také 6 izoforem proteinu tau jako ¢lovék (Hanes
etal,, 2009), coz je relevanti pro vyzkum Alzheimerovy choroby.

Pfestoze je potkan vhodnym zvirecim modelem, stle se jedna o model, jehoZ projevy se preci
jen lisi od skute¢né lidské choroby a pouze ji napodobuje. Je proto dilezité u kazdého modelu
otestovat vzdy vice domén chovani soucasné. Kombinace testli pomliZe zpresnit interpretaci

ziskanych vysledk a 1épe validovat zkoumany model.
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1.2. Alzheimerova choroba a jeji animalni modely
1.2.1. Porucha paméti jako prvotni symptom a dalsi znaky Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba (téZ Alzheimerova demence, AD) byla poprvé védecky popsana roku
1907 nezavisle dvéma psychiatry a neuropatology, Aloisem Alzheimerem v Mnichové a Oskarem
Fischerem v Praze. Kazdy z nich popsal zfejmé jinou formu AD, presto dnes nese tato choroba
souhrnny nazev pouze po prvnim jmenovaném (Goedert, 2008).

AD se radi mezi neurodegenerativni onemocnéni snenipadnym ndstupem a obvykle
pomalym vyvojem, typicky postihujici starsi jedince. V klinice je ¢asto obtizné ji odli$it od jinych typt
demence. Kromé vyrazného zhorseni ¢ichu (Murphy, 2019) byvaji prvotnimi symptomy, které na
sobé pozoruje predevSim sam pacient, ndpadné zapominani a naruSend epizodickd pamét,
neschopnost zapamatovat si nové informace a obecné zhorSeni kognice, v€etné exekutivnich funkci
jak pracovni, tak dlouhodoba pamét, a rovnéZ prostorova navigace, kdy pacienti byvaji ¢asto zmateni
a dezorientovani a maji problém vzpomenout si na cestu. Kromé epizodické paméti se objevuje také
deficit sémantické paméti, a knaruSenému uklddani vzpominek prispiva i deficit pozornosti
(Alzheimer’s Association, 2017; Bondi et al., 2008).

Kromé toho obsahuje klinickd symptomatologie AD i dal$i zmény v chovani, které pacientim
s AD neméné komplikuji Zivot. Patfi sem emocionalni zmény (uzkost, deprese, apatie, agitace),
nespavost, a pozdéji i zhorSena komunikace a jazykové dovednosti, celkova zmatenost ¢i naruSena
motorickd koordinace, kterd zahrnuje nejen chlizi a jemnou motoriku rukou, ale rovnéz obtizné
mluveni a polykani. V pozdéjsi fazi onemocnéni se objevuje také naruSené socidlni rozpoznavani
osob, vCetné rodinnych prislusnikid a oSetiovatelq, ktefi jsou s pacientem v kazdodennim kontaktu, a
obecné transformace celé osobnosti (Alzheimer’s Association, 2017).

Mezi prvni a nejvaznéji postizené oblasti mozku patii entorhindlni kortex, medialni
temporalni a limbické struktury, jako je hipokampus a amygdala, u kterych mira poskozeni navic
koreluje se zavaznosti kognitivniho poklesu. Velmi brzy je také zasaZen posteriorni cingulatni gyrus.
V nejzavaznéji postizenych regionech navic dochazi v pokrocilych stadiich onemocnéni
k vyznamnému ztenceni kdry a ubytku neuronli, a Kkortikadlni atrofie téZ Kkoreluje s redukci
regionalniho pritoku krve. Temporalni patologie perzistuje nékolik let, nez se rozsiti do dalsich
kortikalnich oblasti (zbytek temporalniho kortexu a frontdlni a parietdlni laloky), coZ vede ke
zhorSeni dalSich funkénich domén. Naopak velmi dlouho je uSetfeno anteriorni cingulum,
senzorimotoricky kortex a zrakovy kortex, jichZ se neurodegenerace tykd aZ v pozdnich fazich
onemocnéni, kdy dochazi k celkové atrofii mozku (Brun & Englund, 1981; D’Acunto et al., 2018;
Thompson et al., 2007). Co se tyCe neuropienasecovych systémi, u AD dochazi ptedevsim ke ztraté
cholinergnich a glutamatergnich neuronti (D’Acunto et al., 2018).

Klinicka faze onemocnéni trva nékolik let a je charakteristickd postupnym zhorSovanim. AD

miZe piredchazet mirna kognitivni porucha (mild cognitive impairment, MCI) (Petersen et al., 2014),
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u které se projevuje platé faze mirné kognitivni dysfunkce (Bondi et al., 2008), a ktera byva
povazovana za rizikovy faktor ¢i prodromdlni fazi demence. MCI je definovdna jako kognitivni
dysfunkce zavaZnéjsi nez se predpoklada pro dany vék a vzdélani, avSak neovliviiujici béZné dennf
aktivity (Grande et al., 2016). Podle poctu poSkozenych kognitivnich domén a toho, zda je nebo nenf
naruSena také pamét, se rozliSuji ctyfi typy MCI: amnestickd MCI pouze se zhorSenou paméti
(amnestic MCI single-domain), amnestickd MCI s naruSenou paméti a dalSimi kognitivnimi doménami
(amnestic MCI multiple-domain) a neamnestickd MCI s naruSenou jednou (non-amnestic MCI single-
domain) ¢i vice nepamétovymi kognitivnimi doménami (non-amnestic MCI multiple-domain) (Hughes
et al, 2011; Michaud et al., 2017). Diagnéza MCI, zejména amnestické a multi-doménové (Hughes et
al, 2011; Michaud et al, 2017), predznamenava velmi zvySenou pravdépodobnost pozdéjsiho
rozvoje AD, kdy dojde k prudkému poklesu kognitivnich funkci (Bondi et al., 2008), avSak nemusi se
transformovat v klinickou demenci vidy. Rada pacientd sMCI totiz trpi dal$imi fyzickymi a
psychiatrickymi komorbiditami, které samy o sobé sniZuji kognitivni vykon a jejichZz lécba Cci
prevence muze zpomalit kognitivni pokles, nebo dokonce zvratit nepiiznivy vyvoj MCI do stavu
normalni kognice dmérné véku (Grande et al., 2016). Také aktivni Zivotni styl déla stav MCI u
nékterych pacientd reverzibilnim (Shimada et al, 2019). Navrat do normalni kognice je slibny u
pacientli s neamnestickou MCI nebo amnestickou MCI bez posSkozeni dal$ich kognitivnich domén
(Hughes etal, 2011).

Patofyziologické procesy ovSem =zacinaji mnoho let predtim, nez se projevi Kklinické
symptomy (Budson & Solomon, 2012). To je oznacovadno jako preklinicka faze. Existuje snaha
vyzkumniki najit a rozliSit spolehlivé biomarkery, které by pomohly urcit diagnézu AD
s mnohaletym predstihem. V soucasné dobé bez fungujicich 1é¢iv je etickou otdzkou, zda by
budoucim pacientim védomi pritomnosti téchto biomarkerl v jejich téle vice neuskodilo, nez
pomohlo. Fale$né pozitivni nalez biomarkeri a nespravna Casna diagnéza MCI mohou pacienta
zbytecné zatéZovat nadmérnym stresem s neptiznivym dopadem na jeho zdravi. ZvySeni
spolehlivosti biomarkeri a zpresnéni kognitivniho vySetfeni vSak miiZe pacienta pripravit na
budouci zdravotni stav a donutit ke zméné Zivotniho stylu ¢i zacit aktivné reSit zdravotni problémy.
Pravé MCI miiZe predstavovat slibné terapeutické okno pro lécebnou intervenci (Karakaya et al.,
2013; Sabbagh et al., 2020). V soucasné dobé se klade vétsi diiraz na rana stadia onemocnéni a jejich
potencidlni ovlivnéni jak u klinickych zkousSek, tak v preklinickém vyzkumu. Je totiZ mozné, Ze rada
experimentalnich 1ékli u pacientl nefunguje, protoze je dostavaji pozdé, kdyz je patologie jiz prilis
rozvinutd a mozek nevratné poskozen. Cim dffve se podaii onemocnéni diagnostikovat, tim diive
muze byt zahajena lécba. I v preklinickém vyzkumu se proto u zvitat za¢ind modelovat spiSe MCI nez

AD (Samaey etal., 2019; Tanaka et al., 2020).
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1.2.2. Hypotéza amyloidni kaskady a hromadéni hyperfosforylovaného proteinu

tau

Jednou z kli¢covych molekul v patologii AD je peptid amyloid-beta (A). Monomery Af jsou
fragmenty Stépeni amyloidového prekurzorového proteinu (amyloid precursor protein, APP), ktery je
rozStipan pomoci enzymi beta-sekretdza (beta-secretase, nebo téz beta-site APP-cleaving enzyme,
BACE1) (Sinha et al,, 1999; Vassar et al., 1999) a gamma-sekretdza (De Strooper et al., 1998; Haass &
Steiner, 2002; Wolfe et al., 1999) (Obr. 7A). Af3 se vyskytuje jak uvnitf bunék, tak v extracelularnim
prostoru, a ma sklony kagregaci, zejména jeho varianta konéici zbytkem 42 (AB1-42).
Nejvyraznéjsim vysledkem procesu agregace jsou extracelularni amyloidni plaky (amyloid plaques),
cytoplasmatické oligomery (Benilova et al., 2012; Goedert & Spillantini, 2006; Wirths et al., 2004).

Druhou dilezitou molekulou v patologii AD je protein tau (James et al., 2015), ktery se za
normalnich podminek vaze na mikrotubuly v axonech neuront a stabilizuje je. V mozku pacientli
s AD je protein tau hyperfosforylovany, coz vede kjeho odvazovani z mikrotubulli a destabilizaci
cytoskeletu, ktera prispiva krozpadu synapsi a nasledné ztraté neurond (Igbal et al, 2005).
Hyperfosforylovany protein tau se akumuluje do intracelularnich neurofibrilarnich klubek
(neurofibrillary tangles), které se pozdéji objevuji i vné neuronti (Tabaton et al, 1991) (Obr. 7B).
Clovék ma $est izoforem proteinu tau, z nichZ viechny mohou prochazet abnormalni posttranslaéni
modifikaci, nadmérnou fosforylaci, ovliviiujici jeho konformacni charakteristiky, a podilet se tak na
AD patologii (Hanes et al, 2009). Amyloidni plaky a neurofibrildrni klubka byvaji doprovazeny
zanétlivymi procesy zahrnujicimi aktivované mikroglie a astrocyty, dale oxidativnim stresem,
strukturnimi a funkénimi poskozenimi synapsf a celkovou neuronalni degeneraci.

Hypotéza amyloidn{ kaskady ptredpokladd, Ze hromadéni A v mozku a oslabeny systém jeho
odstraniovani (clearance) jsou hlavni pfi¢inou patologie AD (Karran et al., 2011; Selkoe & Hardy,
2016). Klinické testy zamérené na imunoterapii pomoci protilatky proti AB (napf. solanezumab,
semagacestat, tramiprosate, bapineuzumab ad.) vnékterych piipadech sice uspély v redukci
amyloidni zatéZe, ovSem v drtivé vétSiné pripadl selhaly ve zlepSeni Kklinickych projevi AD
(neptinesly kognitivni{ ani funk¢ni zlepSenf), a nékteré mély dokonce vazné vedlejsi Gi¢inky (Brothers
et al,, 2018; Doody et al,, 2014; Lannfelt et al., 2014; Salloway et al., 2014; Sevigny et al.,, 2016). AB
totiZ neni jen odpadni produkt Stépeni APP, ale hraje vorganismu dilezité fyziologické role
(Brothers et al., 2018), proto jeho odstranéni mohlo zptsobit jiné zdravotni komplikace. Amyloidni
zatéZ bohuzel spolehlivé nepredikuje funkéni poskozeni, protoZe mnoZzstvi amyloidnich plakt u
pacientt striktné nekoreluje s kognitivnim poklesem (Perez-Nievas et al., 2013; Perrin et al.,, 2009).
Navic byl nahromadény amyloid nalezen také u kognitivné normalnich starSich jedinct, a naopak,
vyznamna Cast pacienti s demenci ndpadné pripominajici AD vykazuji nizkou, nebo Zzadnou

akumulaci AB (Monsell et al, 2015; Reiman et al, 2009). Pivodné dliraz kladeny na plaky se
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postupné prenesl na oligomery, které jsou nyni cilem potencialnich terapeutik (viz napf. pripravek

ALZ-801 od firmy Alzheon popsany v kap. 1.2.4.).
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Obr. 7. Patologické procesy odehravajici se v mozku pacientd s AD. (A) Levy panel: Pfi neamyloidni cesté
Stépeni amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), za Ucasti enzym( a-sekretdza a y-sekretdza, vznikaji
neskodné produkty (P3 a AICD, amyloid precursor protein intracellular domain). Pfi amyloidni cesté (u pacient(
s AD) je vsak APP za pomoci B-sekretdzy, a nasledné y-sekretazy, rozstipan na AICD a monomery amyloidu-beta
(AB), predevsim jeho toxické formy s 42 aminokyselinami (AB1-42). Pravy panel: Monomery AR se dale spojuji
do vétsich celkd, zvanych oligomery, obsahujici predevsim vysoce agregujici formu AB1-42. V pribéhu AD
dochazi predevsim v mezibunécéném prostoru k dalsi agregaci téchto oligomerd a akumulaci do velkych celkd
zvanych amyloidni plaky. Agregaci podporuje i apolipoprotein E4 (APOE4), jehoz alela vyskytujici se v genomu
lidi predstavuje vyznamny rizikovy faktor rozvoje AD. (B) Protein tau se za normalnich podminek vaze
k mikrotubulim cytoskeletu neuron(, ¢imz je stabilizuje. Pfi rozvoji AD vSak dochazi k jeho hyperfosforylaci
(navazani nadmérného mnoistvi fosfatovych zbytkd), kterd zplsobuje zménu jeho konformace a odvazani
z mikrotubuld. Tim dochazi k destabilizaci cytoskeletu a rozpadu neurond, ke kterému vyznamné pfrispiva

i akumulace hyperfosforylovaného tau za tvorby neurofibrilarnich klubek.

Neurofibrilarni klubka akumulovaného hyperfosforylovaného proteinu tau lépe koreluji
s kognitivnim poSkozenim (Brier et al., 2016) a patologie tau je sama o sobé schopna zapfticinit ztratu
neurond (Karran et al, 2011). Tau patologie vSak neni specifickd pro AD, protoZe se objevuje
i u jinych typt demenci, jako je frontotemporalni demence nebo demence s Lewyho télisky (Kantarci
et al, 2017; Spina et al.,, 2017). Proto se pro diagn6zu AD pouZivaji patologie spojené jak s Af, tak
s proteinem tau (Budson & Solomon, 2012). Obé patologie se zrejmé navzijem ovliviiuji, nebo
dokonce potencuji (Samaey et al, 2019), ale dosud nepanuje shoda, kterd z patologii se objevuje
diive a spousti rozvoj té druhé. Vzajemné pilisobeni obou patologii zhorSuje onemocnéni, a obé

prispivaji k poskozeni synapsi vedouci k neurodegeneraci (Selkoe, 2002; Spires-Jones & Hyman,
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2014). Jejich role ve smyslu priCiny rozvoje AD ale zlistdva kontroverzni. Ac¢koli hromadéni Af
v mozku neoddiskutovatelné prispivd k postupnému rozvoji AD, nemusi byt jedinou nebo hlavni
pri¢inou jejiho vzniku. Je pravdépodobné, Ze propuknuti AD vyZaduje néjaky spoustéc (trigger), ktery
iniciuje proces abnormalni akumulace proteind fetézovou reakci nebo pozitivni zpétnou vazbou.
Hypotéza amyloidni kaskady tak popisuje spiSe mechanismus neZz pri¢inu rozvoje tohoto onemocnéni.
O alternativnich hypotézach etiologie AD a rizikovych faktorech a jejich modelovani u hlodavci blize

pojedndvaji nasledujici kapitoly (kap. 1.2.5.a2 1.2.6.).

1.2.3. Formy Alzheimerovy choroby a rizikové faktory

Diagnostika AD rozliSuje dvé formy, které se projevuji podobnou symptomatologii, avsak 1isi
se v etiologii. Tento fakt neni prili§ ¢asto zohlediiovan v souvislosti s animalnimi modely AD, i kdyzZ
pritom muzZe byt zcela zasadni pro pochopeni vzniku a procesu rozvoje onemocnéni a hledani
funkcnich 1é¢ebnych postupt.

Familialni forma AD je charakterizovana Casnym nastupem (pied 65. rokem Zivota)
Jfamilidlni“, protoZe je asociovana smutaci genli svysokou penetranci (Citron et al, 1992;
Drummond & Wisniewski, 2017; Haass, 1994; Haass et al., 1995; Hardy, 1997). Jedna se zejména
o dédi¢né autozomalné dominantni mutace v genu APP (napf. Svédskd, indianska, londynska ad.)
nebo presenilinu 1 ¢i presenilinu 2, tj. komponenty gamma-sekretazy (Haass & De Strooper, 1999).
Tyto mutace vedou ve svém disledku k vyssi produkci peptidu AB, respektive jeho delsi a vysoce
fibrilogenni/amyloidogenni varianté AB1-42 (Haass & De Strooper, 1999; Hardy, 1997), ktery je

Naproti tomu sporadicka forma AD mda pozdéjsi nastup (od 65 let) (Drummond &
Wisniewski, 2017), nevykazuje vzorec mendelovské dédiCnosti a jeji pri¢iny nejsou zndmé.
Nejznaméjsi geneticky rizikovy faktor je pritomnost alely apolipoproteinu E4 (APOE4) (Farrer,
1997), ktera ziejmé oproti ostatnim aleldm (APOE2, APOE3) vyznamné zhorSuje odstranovani
(clearance) AB (Castellano et al,, 2011) a naopak podporuje jeho oligomerizaci (Cerf et al., 2011).
Hlavnim rizikovym faktorem sporadické formy AD je vSak nepiekvapivé vysoky vék (Karran et al.,

2011).

1.2.4. Lécba Alzheimerovy choroby a problémy animalnich modeltu

AD patfi knejobavanéjsSim onemocnénim vyspélého svéta. Dostupna lécba je limitovana
pouze na inhibitory cholinesterazy a memantin, inhibitor receptoru NMDA (N-methyl-D-aspartat),
s doplitkovou medikaci kontrolujici komorbidity, jako jsou napiiklad poruchy nalady nebo
psychotické ptiznaky v pozdnim stddiu. Ani jeden ztéchto 1éki ovSsem neni schopen efektivné
zastavit ¢i dokonce zvratit postup nemoci, spi$ ji ulehcuji mensi a docasnou ulevou od nékterych

symptomll (Carreiras et al., 2013; Tan et al., 2014). Hledani novych terapeutickych pristupt
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pokracuje, ale drtiva vétSina kandidatt na 1éky, kam spadaji antioxidanty a rtizné ptirodni produkty
(napt. resveratrol, kurkumin, ¢ajové katechiny, fytoestrogeny atd.), stejné jako anti-amyloidni terapie
nebo terapie inhibitory BACE1, v klinickych testech naprosto selhaly, prestoZe jejich testovani na
zvifecich modelech poskytlo slibni data (Banik et al., 2015; Cummings et al., 2014; Geldenhuys &
Darvesh, 2015; Imbimbo & Watling, 2019). Jen za dekddu 2002-2012 skoncilo netispéchem 413
klinickych studii (Itzhaki et al., 2016) a podil selhani testovanych lé¢iv dosahl neuvétitelnych 99,6 %
(Cummings et al., 2014).

V Cervnu letoSnitho roku byl americkou United States Food and Drug Administration (FDA)
schvalen pripravek aducanumab (s komer¢nim ndzvem Aduhelm od americké firmy Biogen Inc.) pro
1é¢bu AD (U.S. Food & Drug Administration, 2021a,b); jedna se o prvni 1ék proti AD po osmndcti
letech od roku 2003. Aducanumab je monoklondlni protiladtka s vysokou afinitou k agregovanému A3
(ne vSak k monomeriim), jejiz opakovana intraveno6zni aplikace vede k redukci amyloidnich plaki
(Sevigny et al., 2016). Tento 1ék ovSem budi rozpaky, protoZe postrada silnou evidenci tcinnosti a
bezpecnosti, a miize mit zavazné vedlejsi ti¢inky jako je otok mozku, krvaceni ad. (Walsh et al.,, 2021).
Vérohodnosti nepomahd ani fakt, Ze 1ék prosel zrychlenym schvalovacim fizenim a po pripadném
dodatecném neprokazani klinického benefitu pro pacienty miize byt z trhu stazen (U.S. Food & Drug
Administration, 2021a,b),

V kvétnu 2021 vstoupil do tieti faze klinickych zkouSek (pod ndzvem APOLLOE4) ptipravek
ALZ-801, vyvinuty firmou Alzheon ¢eského neurologa Martina Tolara (Tolar et al., 2021). ALZ-801 je
prolécivo homotaurinu, modifikované aminokyseliny ptivodné vyvinuté pod nazvem tramiprosat
(Alzhemed), ktery vazbou na monomery AB1-42 ménf jejich konformaci a inhibuje jejich agregaci do
oligomert (Abushakra et al,, 2016; Kocis et al., 2017). ALZ-801 se vSak ve srovnani s tramiprosatem,
do kterého se konvertuje in vivo, 1épe vstiebava a déle vydrzi v krevnim fecisti (Hey et al,, 2018).
vysoce rizikovych pacientt, tedy homozygoti v APOE4 v ¢asném stadiu onemocnéni (Abushakra et
al, 2017; Tolar et al, 2020). Oproti narotnym a riskantnim infuzim protildtek mifenym na
odstranovanti jiz vzniklych amyloidni shluki je vyhodou latky ALZ-801 oralni podani ve formé tablety
s dobrou penetraci molekuly do mozku a bez zavaznych vedlejSich Uc¢inki, scilem zamezit
shlukovani monomert do oligomer, tedy jiZ samotné tvorbé téchto shlukt (Kocis et al., 2017; Hey et
al,, 2018; Tolar et al., 2020).

Pocet pacient s AD rapidné roste ruku v ruce se starnutim globalni populace (Alzheimer’s
Association, 2017; Geldenhuys & Darvesh, 2015). V roce 2005 bylo celosvétoveé pacientli postiZenych
demenci asi 24 miliond, z toho asi 17 milionti s diagnézou AD. Nejvyssi prevalence demence u osob
starsich 60 let byla ve vyspélych zemich (6,4 % v Severni Americe, 5,4 % v zapadni Evropé), zatimco
v méneé vyspélych zemich byla nizsi (Reitz et al., 2011); je ovSem nutné brat v potaz, Ze v rozvojovych
zemich je také nizsi délka doziti, a tedy nizsi pravdépodobnost rozvoje AD, a navic méné kvalitni
zdravotni péce, vCetné méné presné diagnostiky a monitoringu neuropsychiatrickych chorob.

Incidence Cinila asi 1 % (10,5 na 1000 obyvatel) v Severni Americe a témér 0,9 % (8,8 na 1000
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obyvatel) v zapadni Evropé, a incidence demence, véetné AD, exponencialné vzrista s vékem (Reitz
et al,, 2011). Predpoklada se, Ze do roku 2040 bude prevalence stoupat kazdych 20 let dvojnasobné
(Reitz et al,, 2011). Pacienti s touto chronickou vysilujici poruchou maji omezené moznosti 1é¢by a
predstavuji pro spole¢nost velkou socio-ekonomickou zatéZz (Alzheimer’s Association, 2017), protoze
se stanou drive ¢i pozdéji plné zavisli na pomoci druhych lidi, typicky rodinnych piislusniki, ktefi se
Casto museji vzdat své pozice v zaméstnani na nékolik let. Kromé toho je u pecujicich pozorovana
zvySena prevalence deprese a anxiety oproti bézné populaci (Sallim et al, 2015). Proto je zde
naléhava potreba nalezeni novych a efektivnich terapeutickych pristupt.

Sporadicka forma AD postihuje vice nez 95 % pacientd, zatimco identifikované genetické
mutace v APP a presenilinu jsou zodpovédné pouze za asi 1 % vSech pripadii AD (Drummond &
Wisniewski, 2017). Piesto je vSak naprosta vétSina existujicich animalnich modeli zaloZena pravé na
genetické manipulaci napodobujici familidlni formu choroby. Proto, ac¢koli vykazuji konstruktivni
i fenomenologickou validitu, jsou aplikovatelné jen na malé procento pacientd s AD. Prenos vysledki
z preklinickych animalnich studii do klinické praxe, ktera resi predevsim sporadickou formu AD, stoji
na predpokladu, Ze obé formy AD jsou srovnatelné ve své odpovédi na terapii. Vysoky podil selhani
terapii u pacientti ale silné naznacuje, Ze tyto predpoklady jsou mylné. Mnohé z existujicich studii na
transgennich hlodavcich se zamétuji pouze na kognitivni poSkozeni, ale mala pozornost je vénovana
nekognitivnim symptomim a komorbiditam, které jsou ovSem neméné dulezité v klinické praxi. Zde
existuje znacny potencial pro dalsi preklinicky vyzkum.

Dobré modely sporadické formy AD vsoucasnosti chybéji. Spontanné vzniklé stavy
u domestikovanych savcd, jako je napriklad syndrom psi kognitivni dysfunkce (Canine cognitive
dysfunction syndrom), jsou vtomto ohledu mozna zajimavéjsi, jelikoz sdileji mnoho
histopatologickych a behavioralnich projevii s lidskou AD (Drummond & Wisniewski, 2017; Madari
et al,, 2015; Smolek et al,, 2016). U mys{ a potkant, ktef{ patfi mezi nejpouzivanéjsi laboratorni
zvirata vibec, je nutné tyto deficity navodit uméle, jelikoZ neni znamo, Ze by se u nich piirozené
objevovala demence ¢i podobna dysfunkce odpovidajici patologii AD. Otazkou zlistava, pro¢ tomu tak
je. Jednim z moznych vysvétleni je piitomnost néjakych mechanismi, které vzniku takovéto choroby
brani. Zatim se ale jako pravdépodobnéjsi vysvétleni jevi jejich kratkd doba Zivota, po kterou

nestihne piirozené k témto devastujicim procestim dojit. Dtikazy ale zatim neexistuji.

1.2.5. Genetické modely Alzheimerovy choroby u hlodavcia

Ackoli transgenni modely mohou k porozuméni sporadické formy AD prispét jen omezené,
neznamena to, Ze by jejich vyzkum nemohl prinést klinicky vyuzitelné poznatky. Vétsina genetickych
zasaht se z technickych divodi provadi u mysi, kterych existuje cela rada (viz prehled Drummond &
Wisniewski, 2017). Prikladem mohou byt modelové mysi sjednou ¢i viceCetnymi mutacemi
piredevsim gend pro APP a presenilin 1 (napi. mysi PDAPP, APP23, APP/PS1, 5xFAD a dalsi), které

vykazuji kognitivni poskozeni a v mozku se jim objevuji amyloidni plaky. My$ 3xTg navic obsahuje
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mutaci genu MAPT (microtubule-associated protein tau) a oproti ostatnim ostatnim mys$im modelim
ma v mozku také neurofibrilarni klubka; diky tomu dnes patfi k nejlepsim mysim modeldm familialni
formy AD (Drummond & Wisniewski, 2017).

Vyvinout transgenniho potkana je vyrazné technicky i c¢asové ndrocnéjsi (obtiZnéjsi

penetrace injekéni pipety s transgenem do pronuklei potkanich vajicek z divodu jejich horsi

vivs

vvvvv

roz$itit poznatky o mechanismu a prispét k hledani terapie, at' uz na kognitivni poskozeni nebo
alesporii na pridruZené symptomy.

Laboratorni potkan z hlediska homologie je i neni vhodnym zvifetem pro modelovani AD.
U potkana, podobné jako u mysi, je sekven¢ni homologie proteinu APP ve srovnani s lidskym velmi
vysoka, lisi se v ramci A3 sekvence pouze ve trech aminokyselinach. Ty vSak zfejmé hraji zasadni roli
v agregaci AP a tvorbé plak(, které je vidno u lidi, avSak nikoli u mysi ¢i potkanti (Drummond &
Wisniewski, 2017; Tambini et al.,, 2019). Potkan, podobné jako clovék, vytvari 6 izoforem proteinu
tau, ackoliv se u nich lis§{ pomér izoforem 4R a 3R: potkan ma 9krat vice 4R izoformy neZ 3R (a pomér
se zvySuje od ¢asného postnatalniho Zivota do dospélosti), u ¢lovéka je to jedna ku jedné (Hanes et
al.,, 2009); mys vSak oproti tomu viibec izoformu 3R neprodukuje (Drummond & Wisniewski, 2017).
Rovnéz potkani protein APOE vykazuje vysokou sekvencni homologii s lidskymi proteiny APOE3 a
APOE4. Prestoze sekvence aminokyselin APOE u potkana vice ptipomind lidsky APOE4, jeho
biofyzikaln{ vlastnosti ale spiSe odpovidaji APOE3 (Do Carmo & Cuello, 2013; Tran et al., 2013). To je
ziejmé i jeden zdlvodd, ktery prispiva knizké agregaci AB, které u clovéka dopomahd pravé
pritomnost zminéné alely e4 pro APOE.

Transgennimi potkany s mutacemi gend pro lidsky APP nebo presenilin 1, a jejich
kombinacemi, jsou naptiklad potkani TgF344-AD a PSAPP, ktefi jsou popsani v pfedhledovém ¢lanku
autorti Drummond & Wisniewski (2017). Oba tyto modely maji v mozku amyloidni shluky a s nimi
asociovanou mikrogliézu a astrogliézu, ale zatim pouze u potkanl TgF344-AD byla popsana
i neurofibrilarni klubka. U vSech téchto modeld bylo rovnéz pozorovano kognitivni poskozeni (viz
pfehled Drummond & Wisniewski, 2017). Vytvofeny byly i dal$i transgenni potkani s patologif
pripominajici AD, zejména je u nich patrné ukladani A v mozku (Agca et al.,, 2008; Flood et al., 2009;
Kloskowska et al., 2010; Liu et al,, 2008), avSak zda se, Ze vSechny jsou zaloZeny na podobném
principu (familidlni mutace lidského proteinu APP, pripadné presenilinu 1, ¢i jejich kombinaci), a
chybi jejich detailnéjsi popis z hlediska behavioralni symptomatologie.

Riaznorodych transgennich potkanich modeli AD existuje velmi malo. Nicméné v poslednich
letech dochazi k rozvoji novych technik genetického inzenyrstvi vyuzivajici inkorporaci endonukleaz
(napt. CRISPR) do embrya, které piimo modifikuji cilové geny (Kaneko, 2017; Neff, 2019). Tyto

postupy mozna v budoucnu piinesou $irsi spektrum dostupnych potkanich modeld.
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Potkan McGill: transgenni model familialni formy AD

Transgenni potkan McGill-R-Thy1-APP (zkracené McGill) s genetickym pozadim albinského
kmene HsdBrl:WH Wistar nese ve svém genomu jeden transgen, resp. jednu kopii transgenu na

haploidni genom, ktery pod transkripéni
Svédska mutace

(KB70N, MB71L)

kontrolou = mystho  promotoru  Thyl.2 5-Pray1.2
zplsobuje expresi lidského APP7s1. Ten nese
dvojitou $védskou (K670N a M671L) a i”dia?\j';j‘;;;“ace

indianskou (V717F) mutaci, o nichZ je znamo,

. . . e Obr. 8. Transgen vlozeny do genomu potkana McGill.
Ze zpusobuji familidlni formu AD. Tento e B
Pod transkripéni kontrolou mysiho promotoru Thyl.2

transgenni produkt je exprimovan vyhradné se exprimuje lidsky amyloid prekurzorovy protein
vneuronech Koncového mozku a mneni  (hBAPPs1), ktery nese dvojitou $védskou a indianskou
detekovatelny vmoze¢ku ani perifernich ~ mutaci. Upraveno podle Leon et al. (2010) a Wilson et
tkanich (Leon et al.,, 2010) (Obr. 8). al. (2016).

U homozygotii se lidsky Af zac¢ina akumulovat uvnitf pyramidalnich neuroni v hipokampu a
kortexu jiz tyden po narozeni, progreduje s nartstajicim vékem a po nékolika mésicich se v mozku
objevuji extracelularni amyloidni plaky. Leon s kolegy uvadyi, Ze se plaky tvoii jiz v 6 mésicich véku
zvirat (Leon et al.,, 2010), ackoli Iulita a kolegové nalezli plaky aZ ve 13, ale ne v 7, mésicich véku
(Iulita et al., 2014), a podobné Heggland a kol. vidéli prvni plaky az u 9mésic¢nich zvirat (Heggland et
al,, 2015). Plaky se objevuji nejdiive v subikulu, pozdéji se $if{ do hipokampu a kortexu a nékterych
subkortikalnich regiont (napi. amygdaly), v pozdéjsim véku jsou fibrilarni povahy s denznimi jadry,
a ve 20 mésicich véku jsou denzni amyloidni plaky pritomné ve vétSiné oblasti mozku (Iulita et al.,
2014; Leon et al.,, 2010), ¢imz se vyrazné podobaji lidskym pacientim s AD. Homozygoti projevuji
také vyrazné kognitivni poskozeni, které se navic zhorSuje s nartstajicim vékem i zavazZnosti A
patologie. Je zajimavé, Ze uCeni a pamét zmérené v Morrisové vodnim bludisti a v operantni dloze
vizudlni diskriminace s dotykovou obrazovkou, kontextualni strachové podminovani a prostorova a
rekogni¢ni pamét u nich byly naruSeny jiZ ve 3-4 meésicich véku, tedy jeSté ve stadiu pred
vytvoirenim amyloidnich plakd (Iulita et al., 2014; Leon et al., 2010; Wilson et al.,, 2016). Kromé toho
vykazuji homozygoti pritomnost dystrofickych cholinergnich a glutamatergnich axonti a znamky
zanétlivé reakce, napt. pfitomnost aktivovanych mikroglii kolem denznich plakd (Leon et al,, 2010),
coz odpovida téz nalezlim u lidskych pacient s AD. Zanétlivé procesy (zvysSené hladiny cytokinti),
astrocytéza a narlst aktivovanych mikroglii, zejména v blizkosti neuronti zatiZenych AB, byly
popsany i u zvirat s jeSté nevyvinutymi extracelularnimi amyloidnimi plaky (Hanzel et al., 2014).
U 18-mési¢nich zvirat byl zjiStén ubytek neuront v subikulu (Heggland et al., 2015).

U heterozygoti (téZ hemizygotl) oproti tomu zlstava AP patologie cely Zivot ve stadiu
intracelularni akumulace, ktera ma navic pozvolnéjsi nastup; mnozstvi solubilnich trimerta A (které
jsou nejcastéjsi formou oligomerti) je u nich celkové nizsi a extracelularni plaky se u nich neobjevuji

(Galeano et al., 2014; Iulita et al., 2014; Leon et al., 2010), ¢imZ velmi dobi'e modeluji ¢asné stadium
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onemocnéni. Heterozygoti v podstaté nemaji naruSené samotné prostorové uceni v Morrisové
vodnim bludisti, ale vykazuji deficit prostorové referen¢ni paméti (vodni bludisté bez ostrivku),
prostorové pracovni paméti (bludisté tvaru Y) (Galeano et al., 2014; Iulita et al,, 2014; Leon et al,,
2010; Martino Adami et al,, 2017) a rekogni¢ni paméti (rozpoznani nového a pfemisténého objektu)
(Iulita et al., 2014), ackoli naruSeni rekogni¢ni paméti nebylo potvrzeno (Galeano et al, 2014;
Martino Adami et al, 2017). Kognitivni poSkozeni je u nich ve srovnani s homozygoty obecné
mirnéjsi.

U animalnich modeld AD je nasnadé vénovat pozornost zejména testovani pameéti a kognice,
nicméné ostatni symptomy by rovnéZ nemély byt opomijeny. McGill heterozygoti byli alespon
prozkoumani v testech na anxietu a explorativni chovani v testu otevieného pole (Galeano et al,,
2014), homozygoti vsak vdobé provadéni nasSich experimentd nebyli otestovani v ZzZadnych
nekognitivnich testech. Tato dizertani prace se proto vénuje detailni charakterizaci chovani
u homozygotnich potkani McGill, kteii byli vystaveni celé baterii testi zaméfrenych jednak na
riznorodé pameétové a kognitivni domény (prostorova pracovni pamét, prostorova orientace,
kognitivni koordinace, rekogni¢ni pamét, socidlni pamét, habituace), a jednak také na domény
nekognitivni (anxieta, lokomoc¢ni a exploracni aktivita, socialni chovani a komunikace, motoricka

koordinace).

1.2.6. Modely Alzheimerovy choroby zaloZené na negenetickych faktorech

0 negenetickych vlivech na rozvoj AD se toho vi zatim extrémné malo. Pfitom praveé vlivy
prostiedi zfejmé hraji zcela zasadnf roli v tom, zda se (sporadicka forma) AD rozvine ¢i nikoli. Byly
vysloveny a studovany nékteré hypotézy zahrnujici urcité faktory prostiedi, z nichZ lze jmenovat
napiiklad chronické vystaveni pesticidlim ¢i nanopartikulim (Chin-Chan et al., 2015), traumatické
poranéni mozku (Johnson et al., 2010) ¢i nezdrava Zivotosprava a metabolické problémy (dieta
svysokym obsahem tuku a obezita, diabetes ¢i hypercholesterolémie; Knight et al, 2014;
Sims-Robinson et al., 2010). Je vSak nutné poznamenat, Zze AD je onemocnéni multifaktorialni a rtizné
hypotézy nejsou vyhradni, naopak se mohou prolinat ¢i dopliiovat.

Hypotéza cerebralni glukodeprivace predpoklada, Ze snizujici se spotifeba glukosy
vmozku, kterd je dokonce vyraznéjsi neZ pokles spotreby Kkysliku v mozku, piedchazi tvorbu
agregatli amyloidu a hyperfosforylovaného proteinu tau, které nasledné vedou k neurodegeneraci
(Grieb, 2016). Glukosovy hypometabolismus je ¢asny a perzistujici znak AD, mozky pacientli také
vykazuji znadmky zhorsené inzulinové signalizace. U pacienti s familidlni formou AD se ukéazalo, Ze
snizend absorbce glukosy v mozku je detekovatelna velmi ¢asné, jeSté pied nastupem klinickych
symptomt, a objevuje se i u pacientd se sporadickou formou (Grieb, 2016; Mosconi et al., 2006). U
laboratornich hlodavcli se snizeny metabolismus glukosy vmozku modeluje pomoci
intracerebroventrikularni (i.c.v., do lateralnich mozkovych komor) aplikace streptozotocinu,

slouceniny glukosaminu a mocoviny s nitroso-skupinou (Grieb, 2016). Streptozotocin byl izolovan
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z pldni bakterie Streptomyces achromogenes a pivodné byl vyvinut jako antibiotické, pozdéji
protinddorové agens, které je pouzivané pii terapii nékterych vzacnych neuroendokrinnich tumort
Systémova aplikace streptozotocinu zplisobuje u experimentalnich zvirat vzrist hladiny glukosy
v séru, a naopak pokles hladiny inzulinu (Junod et al., 1969). Streptozotocin je totiZ selektivné toxicky
k beta-bunikdm pankreatu, které po jeho ptisobeni nemohou dale produkovat inzulin, jenz je zdsadni
pro udrzovani glukosové rovnovahy v organismu. Streptozotocin se vaZe na membranovy glukosovy
transportér GLUT2, diky nemuZ projde do buriky a skrze alkylaci DNA zptlsobi smrt butiky. GLUT2
transportér je ovSem exprimovan i vjinych orgdnech (jatrech a ledvinach), které tudiZz také
poskozuje. Do mozku pfimo neprojde pies hematoencefalickou bariéru, a pti systémovém podani tak
miiZe pisobit pouze neprimo. Pokud je vsak aplikovan primo do mozku, rovnéz zabiji buiiky, které
zde GLUT2 transportér a inzulin exprimuji. Podobné jako piisobi periferni podani streptozotocinu na
metabolismus glukosy v téle, i.c.v. aplikace desenzitizuje mozkové inzulinové receptory a vede ke
sniZzené absorpci cerebralni glukosy sdalSimi dopady, které se podobaji metabolickym,
molekularnim, neuropatologickym a behavioralnim projeviim AD (nékdy se také AD nazyva diabetes
3. typu; Steen et al., 2005), proto i.c.v. injekce streptozotocinu predstavuje netransgenni model
sporadické formy AD (viz prehled Grieb, 2016). Studie na potkanech a mysich odhalily, Ze i.c.v.
aplikace tohoto agens zhorsuje inzulinovou signalizaci, pokles hlavnich mozkovych glukosovych
transportéri a také zplisobuje kognitivni deficity pozorovatelné tydny po zasahu. Kromé toho
dochazi k poklesu hmotnosti mozku a nartistu mnozstvi AB1-42 a hyperforforylovaného proteinu tau
(a s tim souvisejici jeho snizené mikrotubuly-vazajici aktivity) v hipokampu a kortexu (Ravelli et al.,
2017; vice také v prehledovém clanku Grieb, 2016). V porovnani s mySim transgennim modelem
familialni formy AD zptsobuje i.c.v.-streptozotocinovy model podobny behavioralni fenotyp (Chen et
al,, 2013) a i.c.v. aplikace streptozotocinu transgennimu zviieti dokonce AD fenotyp jeSté zhorsuje
(Chen et al,, 2014). Chronicka hyperglykémie navic podporuje tvorbu volnych radikald a oxidativni
stres (King & Loeken, 2004; Tiwari et al., 2009).

Hypotéza mitochondridlni kaskady predpoklada, Ze spoustéem patologickych procest
spojenych s AD je dysfunkce mitochondrii, jejich starnuti a posSkozeni oxidativniho fetézce
(Swerdlow et al., 2010). Mitochondrie jsou regulatory energetického metabolismu a fizené bunécné
smrti (apoptézy), jejich nefunkEnost tak nepfiznivé ovliviluje tvorbu bunécné energie
(adenosintrifosfatu, ATP) a miZe iniciovat proces akumulace proteind, typicky pozorovany u
pacientti s AD (Cadonic et al, 2016). Abnormality v téchto organelach ovliviiuji autofagii, jez je
spojena s procesy zabranujicimi akumulaci proteinovych agregatl a defektnich organel (Moreira et
al, 2010). Mitochondrie jsou rovnéz nejvétsimi producenty volnych kyslikovych radikald, jejich
poskozeni tedy mohou zplisobovat chronicky oxidativni stres, ktery prispiva k poskozeni synapsi a
degeneraci neuronti (Eckert et al., 2003).

V posledni dobé vyvstava minoritni a opomijena, avsak slibna, infek¢ni hypotéza vzniku AD,

ktera rika, Ze spoustécem rozvoje AD je zanét zplisobeny pritomnosti patogenti v mozku (Itzhaki,
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2018; Miklossy, 2011; Wu et al., 2019), nikoli samotnou akumulaci A, ktera tak predstavuje spiSe
mechanismus nez pricinu rozvoje AD. Naopak se stile vice ukazuje, Ze AB je ve skutecnosti pro
mozek nepostradatelny pro své fyziologické role v riznych procesech (Brothers et al., 2018), véetné
antimikrobialni ochrany mozkové tkané, kdy produkce, oligomerizace a fibrilizace AP reprezentuje
vnitini imunitni systém mozku zacileny proti patogenim (Moir et al, 2018). Zda se proto, Ze
akumulace AB a tvorba amyloidnich plaki vedouci k patologii AD je jen premrs$ténd reakce
organismu, kterou jiz nelze zastavit.

Dalsi z vyznamnych hypotéz zdiraziuje hromadéni ionti kovii v mozku, a s tim souvisejici
oxidativni poskozeni (D’Acunto et al., 2018). JelikoZ A je metaloprotein s vysokou afinitou k iontiim
médi (Cu?+), zinku (Zn2+) a Zeleza (Fe3*), vdZou se tyto kovy na AP a podporuji jeho agregaci, ¢imz
prispivaji k neurotoxicité. Navic pozménéné hladiny biokovili (napi. v metaloproteinazach) narusuji
spravné fungovani enzymi zodpovédnych za Stépeni APP, které vede k produkci AB (D’Acunto et al.,
2018; Miller et al., 2010; Smith et al., 2007). Bylo také prokazano, Ze komplexy A s kovovym iontem
generuji tvorbu volnych kyslikovach radikalti vedouci k oxidativnimu poskozeni (Smith et al., 2007),
jez spousti kaskadu apoptdzy, a ve svém dulsledku tak zplisobuje smrt neurond (Rohn, 2010).
Zvysené mnozstvi kationtd kovl tedy prispiva k degenerativnimu poskozeni, a nalezy narusené
bunécné homeostazy téchto iontl nejsou u pacientl s neurodegenerativnimi onemocnénimi vzacné
(Basun etal,, 1991; D’Acunto et al,, 2018).

Hypotéza vlivu kovovych iontli se testuje u laboratornich mysi i potkand (viz ptehled
Chin-Chan et al, 2015). Naptiklad u transgennich mysich modeld AD, vykazujicich znamky
neurodegenerace, bylo v pokrocilém véku nalezeno zvySené mnozsvi médi a zinku v amyloidnich
placich, ptficemZ narist mohl byt asociovan se zdvaznosti AD, a obecné zvySené mnozstvi Zeleza
v kortexu, které ale nebylo vazano specificky na plaky (Bourassa et al, 2013). Jednim z mala
netransgennich potkanich modeld AD, zahrnujicich plisobeni Zeleznatych iontli a dal$f prooxidativni
substance na rozvoj AD, je Samaritan rat™, kterého predstavuje tato kapitola (viz dale) a ktery
dopliiuje tuto dizertacni praci.

Z lehkych kovi je velka pozornost vénovana iontlim hliniku (Al3+), ktery je vSudypiitomny
(v jidle, pitné vodé, kosmetice, antiperspirantech, ve vakcinach jako adjuvant k podpoie aktivace
imunitniho systému, v lécich, v hlinikovém nadobif), a organismus je mu proto vystaven ve velké mife
(Bondy, 2016; Gupta et al., 2005). Chronicka expozice hliniku je spojovana s vy$$im rizikem rozvoje
AD (Wang et al,, 2016), ackoli Ize nalézt i argumenty hovoftici proti této hypotéze (Gupta et al., 2005).
Do téla je vstfebavan zejména gastrointestindlnim traktem, i kdyZ u zdravého jedince jen ve velmi
malém mnozstvi (Bondy, 2016). KdyZ uz se vSak dostane do krevniho obéhu, je schopen prostupovat
pires hematoencefalickou bariéru do centralni nervové soustavy (Bondy, 2016; Walton, 2009; Wang
et al,, 2014). Na rozdil od vyse zminénych endogennich biokovili nezastava v organismu zadné znamé
fyziologické funkce (Maya et al.,, 2016), ackoliv je v centralni nervové soustavé schopen negativné
ovlivnit fadu ddlezitych reakci (Maya et al., 2016). Hlinikové nanopartikule se ovSem mohou do

mozku dostat i vdechovanim pies nosni sliznici a olfaktoricky bulbus a ovliviiovat genovou a
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proteinovou experesi (Kwon et al., 2013). U citlivého jedince se ho miiZe do mozku dostat mnohem
vétSi mnoZstvi a vést aZ krozvoji encefalopatie (Bondy, 2016). Ionty hliniku byvaji spojovany
zejména se zprostifedkovanym oxidativnim poskozenim (potencuje prooxidativni vlastnosti
zeleznatych iontl) (Bondy, 2016; Gupta et al., 2005; Maya et al.,, 2016) a je také imunomodulatorem
podporujicim zanétlivé procesy i bez pritomnosti infek¢nitho agens (Bondy, 2016; Maya et al., 2016).

Hypotéza plisobeni hliniku na rozvoj AD se viceméné zaméiuje na sporadickou formu. Avsak
badatelé Mirza s kolegy nalezli vysoky obsah hliniku v mozkové kiife pacientti s familialni formou AD
(Mirza et al,, 2017), kde je pri¢ina onemocnéni genetického pivodu. To by mohlo znamenat, Ze
piitomnost hliniku neni primarni pri¢inou AD, ale spiSe dlisledkem jinych zdravotnich komplikaci,
jako je napriklad vétsi prostupnost pro hlinité ionty v gastrointestindlnim traktu. Dalsi studie také
naznacuje, Ze hlinik nemusi byt nutné hlavni pfi¢inou rozvoje AD, ale mtliZe prispivat k jeho urychleni
spiSe neZz prohloubeni zavaznosti. Transgenni mySi exprimujici mutovany lidsky APP, krmené
potravou obohacenou hlinikem, totiZ vykazovaly vyssi obsah AP v kortexu a hipokampu, rychlejsi
tvorbu amyloidnich plakii a zvySeny oxidativni stres oproti transgennim mysim bez potravy bohaté
na hlinik; vy$si prijem hliniku v potravé ovSem sam o sobé nemél vliv na rozvoj AD patologie
u kontrolnich mysi (Pratico et al., 2002). Tomu vSak neodpovida zjisténi, Ze potkani, kterym byl
hlinik injikovan systematicky (intraperitonealné) po dobu dvou mésicli, méli zvySeny obsah AB1-42 a
APP v hipokampu i mozkové kiife, a zaroveil projevovali kognitivni deficit v Morrisové vodnim
bludisti (Wang et al., 2014). Rovnéz netransgenni zestarli potkani, ktef{ chronicky pozivali zvySené
mnozstvi hliniku a vykazovali zhorsenou pracovni pamét v bludisti tvaru T (Walton, 2009), méli ve
srovnani s kognitivné intaktnimi jedinci vyssi genovou expresi APP v hipokampu a kortexu, také vice
denzni depozity APP v neuronech a zbytnélé a varikézni axony (Walton & Wang, 2009), a hlinik
u nich indukoval tvorbu hyperfosforylovaného proteinu tau a oxidativni poskozeni (Walton, 2007).
Zliteratury je patrné, ze otazka role hliniku vrozvoji AD je stdle nedoreSend a vyzaduje dalsi
studium.

Diskutovany jsou také tézké kovy (olovo, rtut, kadmium) a polokovy (arsen), jejichz
souvislost s rozvojem AD je jeSté méné jasna. Nékterd zjisténi ovSem nasvédcuji tomu, Ze jistou roli
vrozvoji AD hrat mohou, a to i pfi plisobeni v prenatalni nebo postnatalni vyvojové periodé
s latentnim projevem ve vy$Sim véku (Chin-Chan et al.,, 2015). Napriklad badatelé Basha a kolektiv ve
své studii popisuji, Ze podavani olovnatych iontl potkaniim prvnich dvacet dni po narozeni vedlo ke
zvySenému mnozstvi mRNA i proteinu APP a AB ve stari (Basha et al., 2005). Jinad studie ukazuje
zhorSené uceni a pamét v Morrisové vodnim bludiSti a také zvySenou expresi nejen AP, ale
i fosforylovaného proteinu tau v kortexu a hipokampu a zanétlivych cytokini u mysi prenatalné a
poté i postnatalné vystavenych olovnatym iontim (Liu et al.,, 2014, Li et al,, 2010; Li et al., 2014).
Kognitivni deficit v Morrisové vodnim bludisti, zvySenda produkce AP a vétsSi pocet i velikost
amyloidnich shlukd v hipokampu a kortexu byly pozorovany u transgennich mysi po podani iontt

kadmia (Li et al., 2012). Podavani arsenidu sodného biezim a kojicim samicim mysi také u potomki

zpusobilo naruseni prostorové pameéti v testu rozpoznani premisténého objektu, a navic zménénou
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expresi NMDA podjednotek v hipokampu (Ramos-Chavez et al., 2015). Pozivani smési iontd olova,
kadmia a arzenu brezimi samicemi potkant, a poté i potomky, vyustilo u mladych zvirat rovnéz
v poSkozeni pracovni paméti mérené v bludisti tvaru Y, a také v nardst APP a AB v hipokampu a
frontalnim kortexu, ktery byl navic zavisly na poZité davce, pricemZ jako nejvice problémovy se
z uvedenych kovl jevilo olovo; zvySené byly také zanétlivé cytokiny (Ashok et al, 2015).
Z behaviordlniho hlediska vSak u téchto animdalnich modeld chybi detailni prozkoumani
nekognitivnich domén chovani, které byvaji postizené u pacientli s AD, kromé toho byla vétSina studii
provadéna pouze na velmi mladych zviratech bez jejich bliZstho prozkoumani ve star$im véku.
Souvislost mezi plisobenim kovl ve velmi ¢asnych fazich vyvoje Zivota na jedné strané a
pliZivym rozvojem AD ve velmi pokrocilém véku na strané druhé je pii zkoumani priciny tohoto
onemocnéni velmi obtizné podchytitelnd. Navic existuji i studie, které dilezZitost kovovych iontl
v rozvoji AD nepotvrzuji (Bondy, 2016; Chin-Chan et al., 2015; Zatta et al., 2009), a jejich dloha je
tedy kontroverzni, zanechavajici mnoho nezodpovézenych otazek. Je totiZ také moZné, Ze hromadéni
kovovych iontll v mozku neni ve skuteCnosti pricinou rozvoje AD, ale bud diisledkem narusené
hematoencefalické bariéry ¢i jinych systéml (napi. gastrointestinalni systém nebo vylucovaci
systém), nebo jen doprovodnych jevem jinych procest, ktery krozvoji AD ,pouze” prispiva. Neni

pochyb, Ze kovy si z hlediska tohoto tématu zaslouZzi dalsi zkoumani.

Potkan Samaritan: netransgenni model sporadické formy AD

Netransgenni model AD predstavuje potkan s patentovanym komerénim nazvem Samaritan
rat™ (zkracené Samaritan), ktery je chronicky vystaven ptlisobeni toxické formy A, pripominajici

AD patologii, a dvéma prooxidativnim substancim jakoZzto zastupcim vnéjsich faktord (Lecanu et al.,

2006). Potkan kmene Long-Evans ma AB1-42
Fe™ (FeSO,)
vpodkozi na zadech implantovanou butionin-sulfoximin o Implantdt
cerebrospinalni tekutina "
osmotickou pumpu, ktera je spojena v il 2 P AR R T

mozkova komora

s permanentni kanylou zavedenou do levé
mozkové komory (Obr. 9). Intracerebro-
ventrikularni infuze peptidu AB1-42,

Zelezenatych iontd a butionin-

7

sulfoximinu!,  rozpusSténych  vumélé
Obr. 9. Potkan Samaritan. Na zadech ma pod kuazi

cerebrospindlni tekuting, je zvifatim . ..
voperovanou osmotickou pumpu, kterd je kanylou,

podavana zosmotické pumpy po dobu  xotyenou v implantatu, propojena smozkem. Do levé

28 dni. Kontrolnim potkanim je rovnéz  mozkové komory proudi AB1-42 a dvé prooxidativni

voperovana osmotickd pumpa s kanylou substance — Zeleznaté ionty a butionin-sulfoximin -

" . . . rozpusténé v umélé cerebrospindini tekutiné.
(sham), avSak aplikovano je pouze

1 AB1-42 = amyloidogenni peptid; Zeleznaté ionty (FeSOa, Fe?*) = pro-oxidativni kation, podporuje tvorbu
neuritickych plakl; buthionin-sulfoximin = inhibitor syntézy antioxidantu glutathionu (Lecanu et al., 2006)
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vehikulum (cerebrospinalni tekutina) bez aktivnich substanci (Lecanu et al., 2006).

Lecanu a kolegové ve své studii popisuji, Ze pouze spolecné pisobeni vSech tii uvedenych
substanci vedlo u potkani k rozvoji patologie pripominajici AD. V mozku potkanii Samaritan se ve
velkém mnoZstvi ukladdal AB, v nékterych oblastech (napt. CA1 hipokampu) dokonce tyto akumulace
vykazovaly charakter amyloidnich plak{, v temporalnim kortexu se vyskytly i vaskularni amyloidni
depozity. To bylo doporovazeno naruSenim retence pamétové stopy mérené v Morrisové vodnim
bludisti. AB1-42 podany samostatné ¢i v kombinaci pouze se Zeleznatymi ionty nezptlisobil amyloidni
patologii ani signifikantni deficit kognice (Lecanu et al, 2006). Stejné tak pouze trojkombinace
substanci vedla k oxidativnimu poSkozeni (Af1-42 tedy sdm o sobé neni schopen vyvolat oxidativni
stres v jinak zdravém mozku), aktivaci astrocytl a mikroglii (pozorovanych zejména v sousedstvi
neuritickych plakti), hyperfosforylaci proteinu tau, dokonce i tvorbé neurofibrilarnich Kklubek
(detekovany v CA1 oblasti hipokampu a pyramidalnich neuronech kortexu), a ke smrti neurond
v hipokampu i temporalnim kortexu (Lecanu et al.,, 2006). V naSem experimentu jsme se vénovali
detailnéjsi charakterizaci kognitivnich schopnosti a paméti u tohoto modelu, s cilem zjistit rozsah

poskozeni v ilohdch Morrisovo vodni bludisté a kolotoc¢ové bludisté (s fazi preucenti).
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1.3. Schizofrenie a poruchy autistického spektra a jejich
modelovani u potkana

1.3.1. Schizofrenie a poruchy autistického spektra: diive a dnes

Schizofrenie i poruchy autistického spektra (autistic spectrum disorders, ASD) jsou
neurovyvojova onemocnéni chronického charakteru (Lewis & Levitt, 2002; Pina-Camacho et al,
2016). Dnes jsou rozpoznavany jako odliSné mentalni poruchy, ale azZ do 70. let 20. stoleti tvoril
autismus podskupinu schizofrenie. Béhem historie prosly klasifikace i diagnosticka kritéria velkymi
zménami a na prelomu 70. a 80. let doslo k rozdéleni téchto dvou onemocnéni nejdrive v evropskych
(1978), a poté i americkych (1980) diagnostickych klasifikacnich systémech (Pina-Camacho et al,,
2016). Termin ,poruchy autistického spektra (autism spectrum disorders)“ vytvotila doktorka Doris
A. Allen vroce 1988 (Allen, 1988) a dnes zahrnuje kategorie diive nazvané autistickd porucha
(autistic disorder), Aspergerova porucha (téZ Aspergerliv syndrom, Asperger’'s disorder) a jinak
nespecifikovana pervazivni vyvojova porucha (pervasive developmental disorder - not otherwise
specified) (McPartland et al.,, 2016). Diagnosticka Kkritéria se pro ASD rozsitila a schizofrenie byla
priddna do skupiny neurovyvojovych poruch. OvS§em pozdéji se ukazalo, Ze se nékteré znaky obou
onemocnéni prekryvaji a opét vzplanuly diskuze o hranicich mezi témito dvéma onemocnénimi

(Pina-Camacho et al., 2016).

1.3.2. Prevalence

McGrath s kolegy ve svém prehledu uvadi, Ze prevalence schizofrenie ¢ini az 0,72 %
(asi 7 jedincd z 1000 lidi) (McGrath et al., 2008), ale v literatuie se mizeme setkat i s vys$im
odhadem kolem 1 % (Javitt, 2010).

ASD je komplexni a extrémné heterogenni multifaktoridlni neurovyvojova porucha zahrnujici
rizné podtypy (Masi et al, 2017; McPartland et al, 2016). Ztohoto a z historického divodu
popsaného vyse je obtizné urcit presnéjsi prevalenci. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO,
World Health Organization) je priblizna prevalence 0,62 % (asi 1 ze 160 déti), ale jak sama priznava,
udaje se napric¢ studiemi velmi lisi, a navic tato informace z mnoha zemi s nizkym pfijmem neni

vlbec znadma (Elsabbagh et al., 2012; World Health Organization, 2019).

1.3.3. Poruchy kognice a dalsi priznaky schizofrenie

Schizofrenie se projevuje svymi typickymi i méné specifickymi symptomy, které mizeme

podle charakteru rozdélit do ti{ kategorii (Javitt, 2010):
a) pozitivni - projevy, které se u zdravého Clovéka nevyskytuji: halucinace (sluchové,
zrakové ad.) a bludy, paranoia, abnormalni motorika, anxieta (izkost) apod. (American

Psychiatric Association, 2013; Andreasen, 1995; Javitt, 2010)
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b) negativni - normalni reakce, pocity a vjemy jsou sniZené nebo chybéji: emocni
oplosténi ¢i jinak naruSené emociondlni reakce, anhedonie (neschopnost prozivat
radost), socialni staZeni, narusena rec, apatie, redukce spontanniho chovani apod.
(American Psychiatric Association, 2013; Andreasen, 1995; Javitt, 2010)

c) kognitivni - vyskytuji se v podstaté u vSech pacientti, nékdy jsou piehliZeny: zhorsené
kognitivni a exekutivni funkce (nelogické asociace, rozhodovani, rozliSovani kontextt
atd.), naruSend prostorova orientace, dezorganizované ¢i neobvyklé mysleni a chovani,
poruchy uceni a paméti, zhorSend pozornost a zpracovani informaci, intelektudlni
nedostatecnost apod. (Andreasen, 1995; Barch et al., 2001; Javitt, 2010; Lazar, 2011).

Kromé tohoto tradi¢niho rozdéleni se u pacientl se schizofrenni poruchou objevuje jesté
jeden fenomén, a to naruSené vnimani sebe sama a obecného uvédomovani si svého ,ja“. S tim souvisi
i poSkozené prepinani mezi dvéma neurondlnimi sitémi v mozku zajistujicimi jiné funkce: ,siti
implicitntho reZimu“ (default mode network, zahrnuje zejména medidlni prefrontdlni kortex a
posteriorni cingulatni kortex), jejiZz aktivita byva potlacena pti feSeni kognitivnich tloh a naopak se
aktivuje béhem odpocinku, nebo kdyZ se zabyvdme svym vnitinim stavem, a ,centralni vykonnou
siti“ (central executive network, zahrnuje predevsim dorsolaterdlni prefrontalni kortex a posteriorni
parietdlni kortex), jez se zapojuje pii potiebé pozornosti kvnéjSim stimulim béhem reSeni
naro¢nych Kkognitivnich tloh. Za prepindni mezi témito dvéma sitémi je zodpovédna ,sit
vyznamnosti“ (salience network, zahrnuje hlavné anteriornf insulu a anteriorni cingulatni kortex),
ktera za normalnich okolnosti deaktivuje sit' implicitniho rezimu pfi plisobeni vyznamného vnéjsiho
stimulu a potiebé funkéni kognice a aktivuje centralni vykonnou sit, a zase naopak pii ptsobeni
interoceptivnich signald. U pacienti se schizofrenii ziejmé dochazi k diskoordinaci tohoto
modelu trojité mozkové sité (triple brain network model) (Nekovarova et al,, 2014).

Mimo viditelnych behaviordlnich symptomt byvaji u pacientli trpicich schizofrenif
popisovany také morfologické a funkéni zmény v mozku. Dochazi obecné k redukci mozkové tkané a
degeneraci, minimalné pred vypuknutim choroby; zda dochazi k dal$i neurodegeneraci i v priibéhu
nemoci, neni Uplné vyjasnéno (Rund, 2009). Typicky byvaji u pacientli pozorovany zvétSené
mozkové komory (Rimol et al.,, 2010) a redukce objemu hipokampu (Heckers, 2001; Rimol et al,,
2010), vtetné jeho funkéniho propojeni s jinymi oblastmi mozku souvisejicimi s epizodickou paméti
(Zhou et al.,, 2008). Také nalezené abnormality v excita¢nich glutamatovych NMDA receptorech nebo
asociovanych proteinech v rtiznych ¢astech mozku (Bubenikova-Valesova et al., 2008), nebo sniZeni
Ci zvyseni exprese nékterych jejich podjednotek v hipokampu ¢i okolnich regionech miize prispivat
k funk¢ni nedostatecnosti téchto receptorti a celych mozkovych regionti (Gao et al., 2000). Pacienti
mivaji téz ztencenou mozkovou karu (Rimol et al, 2010), a podobné jako u hipokampu, také
prefrontalni kortex jevi znamky ubytku Sedé i bilé hmoty (Buchanan et al., 1998) a hypofrontalitu
(funk¢ni poskozeni prefrontalniho kortexu), ktera uzce souvisi s jiz zminénymi deficity kognitivnich a
exekutivnich funkci. Jednou z pri¢in by mohlo byt napriklad nizsi mnozstvi nékterych synaptickych

proteinii (napi. SNAP-25 nebo synaptofyzin), které ovliviuji vezikularni transport a vylev
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neurotransmitert (Karson et al, 1999). K nejpostizenéjSim neuroprenaseCovym systémim ziejmeé
patii glutamatovy a dopaminovy (Javitt, 2010; Kessler et al,, 2009), podporujici glutamatergni a
dopaminergni hypotézu schizofrenie. Funkéni magnetickd rezonance také ukdzala nizsi aktivaci a
propojeni nékterych oblasti mozku pti audiovizudlni percepci feci (Szycik et al., 2013).

Soucasné studie také navrhuji hypotézu, Ze jednim z moznych mechanism@ abnormalniho
mysleni, psych6zy a kognitivniho poSkozeni by mohly byt zmény v rdmci parvalbumin-pozitivnich
(PV+) interneuront (Gonzalez-Burgos et al., 2015; Stedehouder & Kushner, 2017). PV+ interneurony
jsou myelinizované rychle palici GABAergni butiky s inhibi¢ni funkci, které reguluji synaptickou
transmisi a aktivitu neuronalnich siti mezi riiznymi oblastmi mozku. Hraji zasadni roli v komunikaci
mezi pyramidalnimi buifikami a v synchronizaci neurondlnich siti prostrednictvim oscilaci ve
frekven¢nim rozmezi gama (Fries, 2009; Murray et al,, 2015; Packer & Yuste, 2011; Stedehouder et
al,, 2017), coz se jevi jako narusené u pacienti se schizofrenii (Gonzalez-Burgos et al., 2010; Lewis et
al,, 2012). Zmény v hustoté PV+ interneuront nebo jejich zhorsené fungovani mize mit fatalni dopad
na spravnou interneurondlni signalizaci a rovnovahu excitace a inhibice, vedouci k narusSené
koordinaci neuronalnich siti. U pacient s diagndzou schizofrenie bylo prokazano naruseni transmise
prostiednictvim GABA (Frankle et al, 2015), redukce glutamatové dekarboxylazy GAD67
(neurondlni enzym katalyzujici syntézu GABA) vyskytujici se v interneuronech (Curley et al., 2011),
zhorsené kortikalni oscilace gama a zmény v synchronizaci neuronalnich siti (Gonzalez-Burgos et al.,
2010; Lewis et al,, 2012) i sniZené hladiny proteinu parvalbuminu v kortikalnich PV+ interneuronech
(Glausier et al., 2014). Kromé toho se piedpoklad3, Ze by mohla byt narusena specificky i myelinizace
PV+ interneuronti (Stedehouder & Kushner, 2017). Také genetické manipulace u mysich modelt
naznacuji mozné spojeni mezi PV+ interneurony a fenotypem pripominajicim schizofrenii

(Nakamura et al., 2015; Nguyen et al.,, 2014).

1.3.4. Typy schizofrenie

Nékdy se schizofrenie rozdéluje na nékolik typld podle pievazujiciho okruhu symptomt
(napf. paranoidni, hebefrenni, katatonni, simplexni aj.) (Rauchensteiner et al., 2011), ovSem otazkou
zlstava, jestli je toto déleni prinosné ve smyslu diagnostiky a nasledné 1éCby a péce, a nejde tedy jiz
o prezitek.

Podle véku, ve kterém se objevuji prvni piiznaky, se v souasné dobé rozpoznavaji kromé
Klasické schizofrenie sndstupem u mladych dospélych (Lewis & Levitt, 2002) také dalsi typy
schizofrenie: schizofrenie s casnym nastupem (objevuje se u adolescentli poprvé mezi 13 a 18 lety
zivota) a schizofrenie s velmi ¢asnym nastupem (téz détska schizofrenie, zacina jiz pred 13. vékem

zivota jedince) (Kodish & McClellan, 2016).
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1.3.5. Symptomatologie poruch autistického spektra

Hlavni ptiznaky ASD, tedy autismu v $ir$im slova smyslu, lze rozdélit do dvou velkych
okruhii:
a) socidlni a komunikacni deficit, kam lze zahrnout napf. perzistentni narusSeni socidlniho
chovani a vztaht, problémy s pochopenim riiznych spoleCenskych situaci, omezené sdileni
zajml a emoci s ostatnimi, potiZze s porozuménim feci téla a vyraziim oblic¢eje, vyhybani se
ocnimu kontaktu, chudi verbalni a nonverbalni komunikace, zhorSena schopnost se
vyjadifovat apod.
b) repetitivni chovdni, tedy omezujici a repetitivné ritualizované vzorce chovani a casto
extrémni proZivani stresu pri jejich poruSeni, rigidni mySlenkové vzorce a kognitivni
neflexibilita, a dale hypo- nebo hyperreaktivita na senzorické vstupy, ¢asto Uzce zamérené
zajmy, kterym se doty¢ny intenzivné vénuje apod.
To vSe je navic Casto doprovazené komorbiditami jako jsou intelektudlni nedostatecnost, deficit
pozornosti, anxieta, deprese, epilepsie a dalSi zdravotni obtiZe (American Psychiatric Association,
2013; Masi et al,, 2017; McPartland et al., 2016).

Co se tyCe zmén na Urovni mozku, situace u pacientd s ASD je méné jasna nez u schizofrenie,
i kdyZ nékteré rozdily oproti zdravym jedincim jsou v literatuie popsany. U déti s ASD se objevuje
zvétSené cerebellum (mozecek), amygdala ¢i hipokampus a celkova makrocephalie (zvétSeny objem
mozku) (Amaral et al., 2008; Courchesne et al., 2001, 2003; Dementieva et al., 2005; Schumann et al,,
2004), a to bilé i Sedé hmoty (Courchesne et al., 2001), ackoli jen v ¢asné vyvojové periodé (Amaral et
al,, 2008; Courchesne et al,, 2001, 2003; Dawson et al., 2007). U ASD se objevuji téZ zmény v tloustce
kortexu, popsano bylo ztenceni, ale i ztlusténi (Hadjikhani et al., 2006; Hardan et al., 2006). Rovnéz
abnormality v rdmci mozecku (napf. nizsf pocet Purkynovych bunék a jejich mensi velikost, snizena
exprese enzymi GAD65 a GAD67 ad.) piredstavuji vyznamnou patofyziologii ASD (DeLong, 2005).
Z neurotransmiterovych systémi byva s ASD davan nejvice do souvislosti serotonergni systém, kde
byly popsany zmény v hladinach serotoninu periferné (hyperserotonémie) i centrdlné (Cook &
Leventhal, 1996; Muller et al, 2016). Je vSak na misté podotknout, Ze tyto histopatologické a
neuroanatomické zmény zdaleka nejsou univerzalni, naopak se ¢asto lisi mezi jednotlivymi pacienty,
nebo skupinami pacienti, a méli bychom na tyto zmény pohliZzet spi§ z hlediska konkrétnich
symptomi neZ obecné ASD jako celku.

Jedna z prednich hypotéz abnormalniho rozvoje mozku u ASD tvrdi, Ze je u pacientl
v détském véku naruseny synapticky pruning, tj. snizené proirezavani synapsi vedouci k nadmérnému
poctu synaptickych trnd (Penzes et al., 2011). U pacienti trpicich ASD byl rovnéz pozorovan pokles
denzity PV+ interneuronti v prefrontalnim kortexu (Hashemi et al, 2017) a naopak zvySeni jejich
denzity v hipokampu (Lawrence et al, 2010), a podobné jako u schizofrenie, studie s geneticky

upravenymi mysSmi (napr. knockout, tedy vyrazeni podjednotky R1 NMDA receptori specificky
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v PV+ interneuronech, nebo ablace parvalbuminu) ukazaly spojitost PV+ interneuront s fenotypem
podobnym ASD (Saunders et al., 2013; Wohr et al., 2015).

Z literatury se zda, Ze u pacientli s ASD jsou pozorované abnormality v mozku dynamické a
dramaticky se méni (¢asto mizi) s vékem jedince. V nékterych uvedenych zménach panuji jisté

Vv

velkou heterogenitou mezi riznymi typy ASD, na kterych byla ta ktera studie provedena.

1.3.6. Rozdéleni poruch autistického spektra

Podle Americké psychiatrické asociace dnes$ni pojem ASD zahrnuje tyto formy autistické
poruchy: infantilni autismus (infantile autism), détsky autismus (childhood autism), Kannertv
syndrom (Kanner's autism), vysoce funk¢ni autismus (high-functioning autism), atypicky autismus
(atypical autism), pervazivni vyvojova porucha jinak nespecifikovana (pervasive developmental
disorder not otherwise specified), détska disintegratni porucha (childhood disintegrative disorder),
Aspergeriiv syndrom (Asperger’s disorder) (American Psychiatric Association, 2013). Kromé tohoto
rozdéleni jsou vSak ASD chapany jako kontinuum s ohledem na miru poskozeni, od mirného aZ po
velmi téZké (OslejSkova, 2008).

Typicky se ASD diagnostikuje jiz u velmi malych déti, tj. do 3 let Zivota, kdy se projevuji prvni
priznaky (OslejSkova, 2008; Zwaigenbaum et al., 2005). Pfredevs$im tim se odliSuje od schizofrenie,
zejména détské schizofrenie, kterd se objevuje vzdy az po urcité periodé normalniho nebo témér
normalniho vyvoje (American Psychiatric Association, 2013); kromé toho ma ASD viceméné
stacionarni pribeéh, zatimco schizofrenie je charakteristickd svymi ataky a dynamicnosti. Pfesto toto
rozliSeni neni stoprocentni, naptiklad atypicky autismus byva diagnostikovan az po 3. roce Zivota,
diagn6za Aspergerova syndromu se vzhledem kjeho charakteru provadi az v 6 letech a détska
disintegrac¢ni porucha se muize vzacné objevit dokonce az pred 10. rokem zivota (Oslejskova, 2008).

Maestro a kolegové rozdélili ASD podle c¢asnosti prvnich projevi do tfi typl: ASD s velmi
Casnym nastupem (atypické chovani se objevuje béhem prvniho pil roku zivota), ASD s ¢asnym
nastupem (prvni symptomy vyvstavaji v druhém ptl roku Zivota) a ASD s pozdnim nastupem (déti
jsou béhem prvniho roku Zivota asymptomatické a projevy ASD zacinaji az v druhém roce) (Maestro
etal,, 2005).

Kromé primarniho autismu se €asto objevuje také autismus sekundarni (syndromovy), tedy
pridruZeny kjiné chorobé s definovanou etiologii. Takovymi chorobami mohou byt napriklad
genetické poruchy jako je tuberézni skler6za, syndrom fragilniho chromozomu X, Rettiv syndom,
Downliv syndrom, Angelmantiv syndrom, Turneriv syndrom (Caglayan, 2010; Garcia-Nonell et al.,
2008; Jeste et al., 2008), ¢i jiného typu, napt. autoimunitni lymfoproliferativni syndrom (Shenoy et
al, 2000). Pro ucely této dizertaCni prace vsSak neni nutné se jednotlivymi typy ASD zabyvat

detailnéji. ASD predstavuje znacné rozriiznéné spektrum neprilis jasné definovanych podtypf, jejichz

52



klasifikace se navic v ¢ase méni, coZ nepomaha ptehlednosti a komplikuje diagnostiku a ziskani

statisticky relevantnich udajt.

1.3.7. Pohlavni rozdily u schizofrenie a poruch autistického spektra

Literatura naznacuje, Ze obé onemocnéni vykazuji jisté rozdily v zavislosti na pohlavi, a to na
riznych drovnich jako je incidence, vék propuknuti, zavaznost a typ symptomi ad., ackoliv ne
vSechny prace tyto rozdily dokazuji, a téma tak stile zlstava do jisté miry kontroverzni (vice
viz v prehledovych ¢lancich Ochoa et al.,, 2012, pro schizofrenii, a McPartland et al., 2016, a Werling &
Geschwind, 2013, pro ASD).

Incidence. Zda se, Ze obé onemocnéni se vyskytuji Castéji v muzské populaci. U schizofrenie
se uvadi mirné vyssi incidence u muzi oproti Zenam, asi 1,4 : 1 (McGrath et al,, 2008; Ochoa et al,,
2012), i kdyzZ ziskani presnych statistickych tidaji komplikuje predevsim nejasna ¢i odliSna volba
kritérii pro diagnézu schizofrenie vramci rdznych studii. V piipadé ASD je komplikaci velka
variabilita v rdmci spektra a mezi jednotlivymi typy, nicméné pomér incidence chlapci vs. divky se
ustalil priblizné na poméru 4 : 1, i kdyZ nékteré prace uvadéji dokonce aZ 5 : 1 (McPartland et al,,
2016; OslejSkova, 2008; Werling & Geschwind, 2013). Muzi také dominuji ve vysoce funkénim
autismu (Werling & Geschwind, 2013).

Vék. V pripadé Kklasické schizofrenie sprvnimi projevy piiznakii v asné dospélosti se
u muzl objevuje drive (obvykle mezi 18-25 lety), zatimco u Zen byva nastup pozdéjsi (mezi 25-35
lety), a navic ma druhy vrchol po 45. roce zZivota (Castle et al., 1995; Ochoa et al,, 2012). Vzhledem
k nizkému véku diagn6zy ASD se nepopisuji rozdily mezi pohlavimi ve véku propuknuti choroby.

Symptomy a komorbidity. Rozdily mezi pohlavimi jsou u obou onemocnéni patrné jak
v zadvaznosti symptomi, tak v jejich konkrétnich projevech, ackoli Casto je tézké porovnat vysledky
riznych studii mezi sebou z diivodu nejednotné a neustidlené nomenklatury. Nicméné Ochoa a
kolektiv ve svém prehledovém c¢lanku shrnuji, Ze v ramci schizofrenie trpi muZi vice negativnimi
symptomy a dezorganizaci mysleni, zatimco u Zen se Castéji objevuji afektivni ptiznaky, deprese,
anxieta, ale i neurcité bizarni chovani. Vyssi procento Zen je diagnostikovano paranoidni schizofrenii.
Muzi mivaji vétSi problémy fungovat ve spole¢nosti. Rozdily ve zhorSeni kognitivnich funkci jsou
nejasné a kontroverzni, presto lze néjaké diference vysledovat: Zeny trpici schizofrenii maji zfejmé
zavaznéjsi kognitivni poskozeni neZ muzi, nicméné prevysuji nemocné muZe specificky ve verbalnim
uceni a paméti; muzi se schizofrenii jsou oproti tomu zhorseni v pozornosti ¢i exekutivnich funkcich
(Ochoaetal.,, 2012).

Zeny diagnostikované nékterym ztypt ASD byvaji obecné postizeny vaznéji (emocionalni
problémy, vétsi projevy naruSené socidlni komunikace a jazykovych schopnosti, vice zhorsena
kognice, horsi adaptivni chovani) a maji vyssi tendenci trpét intelektualni nedostatecnosti. Maji také
vice komorbidit jako jsou problémy se spankem, s pozornosti, narusené mysleni, senzorické obtize

nebo poruchy motoriky, a vice tihnout k sebeposkozovani. Na druhou stranu se u nich tolik

53



neprojevuje repetitivni chovani a maji méné mezilidskych konfliktti (Mandy et al., 2012; Masi et al,
2017; McPartland et al, 2016). U muzi se symptomy vice projevuji navenek (agresivni chovani,
hyperaktivita, redukované prosocidlni chovani, vy$si mira repetitivniho chovani, specifické zajmy),
zatimco u Zen jsou priznaky vice orientované do vnitintho svéta (emociondlni symptomy, deprese,
anxieta) (Mandy et al, 2012; Werling & Geschwind, 2013). Mandy et al. (2012) vSak prokazala
stejnou miru naruSeni socidlntho chovani a komunikaé¢nich dovednosti u obou pohlavi (Mandy et al.,
2012).

Ostatni projevy. Ukazuje se, Ze Zeny jsou odolnéjsi ke stresovym situacim a schizofrenie se
u nich projevuje az po vystaveni vétsimu mnozstvi té&chto udalosti nez u muZd. Zeny také maji oproti
muzim rychlej$i nastup remise sKkrat$i hospitalizaci, niz$i pravdépodobnost relapsu a lépe
odpovidaji na 1é¢bu typickymi antipsychotiky. U muzi je diagndza schizofrenie davana castéji do
souvislosti s vy$$i konzumaci ndvykovych latek (napf. alkohol, konopi, kokain, halucinogeny). Rovnéz
jsou mezi obéma pohlavimi pozorovany odlisné vedlejSi metabolické efekty antipsychotik (Ochoa et
al,, 2012). Ptekvapivé zjisténi ucinili Coffman a kolegové, kteri v rdimci méteni elektroencefalografie
(EEG) u déti s diagn6zou ASD nasli u divek, nikoli v§ak u chlapcti, atypickou neuralni odpovéd mozku
na socialni stimuly (obrazky obliCejl), ktera navic korelovala se zavaznosti symptomu. Tento nalez
naznacuje, Ze u chlapcti a divek s ASD dochazi k odliSnému zpracovani socidln{ informace, a to i ptes
jinak stejné projevy spoleCenskych a komunika¢nich dovednosti (Coffman et al,, 2015). Zajimavym
poznatkem je rovnéz vyskyt zvySené hladiny cytokint i jinych zanétlivych molekul v krevnim séru

predevsim u muzii s Aspergerovym syndromem (Schwarz et al., 2011).

1.3.8. Komplikace pri diagnostice

Rozlisit od sebe schizofrenii a poruchu autistického spektra je ¢asto velice naro¢né, obzvlasté
nejedna-li se o typickou formu jedné ¢i druhé poruchy. Diagnézu komplikuje nejen fakt, Ze obé
onemocnéni mohou mit ¢astecné podobny priibéh, ale také jejich historie, ¢asté aktualizace a zmény
v klasifikaci a uvadéné symptomatologii, stale nedofeSena presnd definice a obrovskd rozmanitost
piiznakid mezi pacienty. S tim tGzce souvisi i problém pfi ziskavani statistickych dat v ramci populace
a jejich porovnavani s minulymi dekadami.

Ackoliv deficit socidlniho chovani je typicky pro ASD, zatimco psychéza a pozitivni symptomy
jsou charakteristickymi znaky schizofrenie, které chybi u pacientd s typickou ASD, symptomatologie
obou téchto onemocnéni se v praxi Casto piekryva a nékteré tiidy symptomu sdileji. Takovymi
symptomy jsou napf. kognitivni deficity, zhorSena socidlni interakce a komunikace, narusena socialni
kognice, neobvyklé mysleni, narusené emocionalni stavy, anxieta nebo abnormalni behavioralni
odpovédi na stresujici situace ¢i narocna adaptace na novou situaci (Abdi & Sharma, 2004;
Pina-Camacho et al,, 2016; Tordjman et al., 2007). Kromé toho se diagnosticka kritéria béhem let
ménila a revize Kklasifikace zptlisobily rozsifeni definice a redukci specificity ASD (Masi et al.,, 2017).

Détska schizofrenie a schizofrenni autismus jsou vzacné diagnostikované poruchy dokladajici jisty
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prekryv mezi ASD a schizofrenii. Jejich diagn6za a diferenciace schizofrenie od ASD je extrémné
narocna, nékdy chybna, a také v nezanedbatelném mnozstvi ptipadi se schizofrenie a ASD vyskytuji
soucasné (Parnas et al., 2002; Pina-Camacho et al., 2016). Navic existuji déti s diagn6zou ASD, které
prosly fazi regrese, coZ znamen4, Ze po periodé normalniho vyvoje feci a komunikace nasleduje jisté
obdobf{ stagnace a zhorSeni oproti zdravym détem, a na rozdil od pozvolného nastupu u vétsiny
pripadl je regres pomérné nahlou zalezitosti (Oslejskova, 2008). To mize byt do urcité miry
zavadéjici a zaménitelné predevsim s détskou schizofrenii.

Je také nutné zminit znac¢nou variabilitu v zavaznosti symptomd jak u pacienti s ASD, tak se
schizofrenii, od lehkych zhorsSeni aZ po zavazné deficity postihujici vSechny aspekty kazdodenniho
Zivota (Masi et al, 2017; Reichenberg et al, 2014). Diagn6ézu dale komplikuje rozdilny projev
onemocnéni v zavislosti na pohlavi. MuZi a Zeny se vyrazné liSi v prevalenci ASD i schizofrenie, a
projevy urcitych symptomi nebo jejich zavaznost jsou také zavislé na pohlavi, coz musi byt brano
v potaz jak v zakladnim vyzkumu, tak diagnostice a nasledné terapii (McPartland et al., 2016; Ochoa
et al,, 2012). Pfesto vétSina studii zamérenych na mechanismy a nova terapeutika u animalnich
modelli pouzivaji pouze samci subjekty a tyto pohlavni rozdily ignoruji. A vneposledni tadé
komplikuji diagnézu socio-kulturni rozdily. Napiiklad mnoho asijskych kultur chape primy ocni
kontakt s autoritami jako zndmku netcty, a proto by sniZeny o¢ni kontakt nemél byt povazovan za
dobré diagnostické kritérium u lidi s timto kulturnim pozadim (Bernier et al,, 2010). V Indii se véfi,
Ze u chlapctl se vyvijeji jazykové dovednosti pozdéji nez u divek, coz zase omezuje pouziti kritérii

zaloZenych na feci pti diagnostice ASD (Daley & Sigman, 2002).

1.3.9. Lécba schizofrenie a poruch autistického spektra

Soucasna medikace, obvykle zalozenda na agonismu/antagonismu neurotransmiterovych
systémd, je u pacientli se schizofrenii jen ¢astecné nebo absolutné neefektivni, nebo v piipadé ASD
vlibec neexistuje. Navic pacienti Casto trpi zavaznymi vedlejSimi ucCinky téchto 1éki, které neléci
podstatu onemocnéni, pouze zmirnuji symptomy a komorbidity (Jobski et al., 2017; Leucht et al,
2009, 2017).

U pacientli trpicich schizofrenii jsou prvni volbou antipsychotika, ktera byvaji efektivni proti
pozitivnim symptomiim; bohuZel negativni a depresivni symptomy obecné méné odpovidaji na 1é¢bu
(Leucht et al.,, 2009, 2017). Dokonce se ukazalo, Ze v nékterych piipadech nejsou o nic efektivné;jsi
nez placebo (Agid et al, 2013; Leucht et al, 2009, 2017). Kromé toho je zde casto nutna
individualizovana terapie, ktera je ovSem velmi naro¢na na titraci mnozstvi podaného antipsychotika
(priliS mnoho, ale i prili§ malo nema efekt) a jejich specifickou kombinaci, to vSe je navic
zkomplikovano tim, Ze vysledKky 1écby se projevuji az po delsi dobé uzivani.

Pro pacienty s ASD nebyla dosud objevena zadna efektivni farmakoterapie, ktera by lécila
jadrové symptomy (Ji & Findling, 2015; Jobski et al, 2017). FDA povolila pouze dvé atypicka

antipsychotika (risperidon a aripiprazol) pro lé¢bu pridruzenych projevi u mladych jedincti, avSak
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obé 1éciva jsou spjata s Castymi vedlejSimi efekty (Ji & Findling, 2015; Jobski et al., 2017; Masi et al,,
2017; Wink et al., 2017). V mnoha pripadech je vyZadovana kombinovana terapie dvou ¢i vice 1ékd,
coz vsak zvySuje riziko nebo zavaznost vedlejsich ucinkd (Ji & Findling, 2015; Jobski et al., 2017).
Wink a kolegové popisuji ve své studii zlepSeni symptomt u pacientd téZce postizenych ASD bez
zavaznych vedlejSich efektli (Wink et al, 2017). Nicméné dlouhodobé uzivani dvou nebo vice
antipsychotik, které bylo v jejich ptipadé nutné, by mohlo vyznamné zatéZovat organismus. Zaznamy
o ptipadnych zménach v kardiovaskuldrnim systému ¢i metabolickych zménach v laboratornich
vySetienich vtéto studii chybi. Rozpoznani prinosu medikace je také obtizné z divodu velké
genotypické a fenotypické heterogenity ASD populace a nepiesnou diagnézou (Ji & Findling, 2015).
Hlavnim problémem je v obou pripadech neznalost etiologie onemocnéni, znemoZiujici 1é¢bu
pric¢iny. Tento fakt komplikuje nejen vyzkum novych 1ékli Ci terapeutickych piistupd, ale i vyvoj

novych animalnich modeld s lepsi konstruktivni, fenomenologickou a prediktivni validitou.

1.3.10. Rizikové faktory rozvoje schizofrenie a poruch autistického spektra

a jejich animalni modely

Stale probiha velka diskuze na téma role genetickych a environmentalnich faktori v ptivodu
onemocnéni schizofrenie i ASD. Studie na dvojcatech ukazuji, Ze roli hraji oba typy faktort, protoze
heritabilita (dédi¢nost) u dvojcat je sice vysokd, avsak nenf stoprocentni, ani u ASD (Hallmayer et al.,
2011), ani u schizofrenie (Sullivan et al., 2003). Navic vétSinu ptipadi schizofrenie pravdépodobné
tvori sporadické formy (Yang et al., 2010).

Bylo testovano mnoho kandidatnich genG a u nékterych znich byla nalezena asociace
srozvojem téchto poruch. Asi nejzndméjsim piikladem genu, ktery predisponuje jedince k rozvoji
schizofrenie, je DISC1 (Disrupted in Schizophrenia 1), jehoZ exprimovany protein tvoii slozku
komplexu dyneinového motoru asociovaného s mikrotubuly (Kamiya et al, 2005). Dale jsou to
napriklad mikrodelece lokusu 22q11.2 na chromozomu 22 (Costain & Bassett, 2012), gen DRD2
(Dopamine receptor D2) a geny spjaté s glutamatovymi receptory ¢i vapnikovymi kandly (Kavanagh
et al,, 2015), nebo geny NRG1 a ERBB4 kédujici trofické faktory neureguliny a jejich postsynaptické
receptory ErbB4, které souvisi s dendritickymi trny (Penzes et al., 2011), a mnoho dalSich. NaSe
experimenty s transgennimi potkany disponujicimi sniZenou expresi proteinu Nogo-A, inhibitoru
axonalni regenerace, provedené vlaboratori Neurofyziologie paméti ve Fyziologickém ustavu
Akademie véd CR, ukazaly také moZnou spojitost se schizofrenif (Petrasek et al., 2014a, 2014b).

SASD byvaji davany do souvislosti zejména geny zapojené do vyvoje dendriti a
dendritickych trnti, synapsi a obecné synaptické plasticity. Jednim z prikladt je gen SHANK3 pro
postsynapticky scaffold? protein Shank3 exprimovany prevazné v cerebralnim kortexu a mozecku,

ktery je dilezity pro tvorbu, zrani a zvétSovani dendritickych trnti (Moessner et al.,, 2007). Shank3

2 Scaffold proteiny (tzv. ledeni) jsou duleZité molekuly, které vaZou rtzné &leny signélnich kaskad za tvorby
funkcnich celk a komplexa.
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k sobé vaZe postsynaptické adhezivni proteiny neuroliginy, jejichz geny (NLGN3 a NLGN4)
lokalizované na chromozomu X jsou rovnéz zapojeny v ASD patologii (Jamain et al., 2003), podobné
jako gen NRXN1 pro adhezivni protein neurexin 1, presynapticky ligand pro neuroliginy (Moessner et
al,, 2007; Penzes et al,, 2011). Shank3, neuroligniny a neurexiny spolu vytvari funkénf komplex, ktery
je zasadni pro spravné dozravani glutamatergnich synapsi (Moessner et al, 2007; Penzes et al,,
2011). Vposlednich letech se vsouvislosti s ASD skloniuje téZ gen CRMPZ2 (Collapsin response
mediator protein 2), jehoz exprimovany intracelularni protein reguluje navadéni axonii béhem vyvoje
mozku, polarizaci buiiky, dendritickou morfogenezi a remodelaci dendritickych trnd (Makihara et al.,
2016; Ziak et al., 2020).

7Zda se vsak, Ze nékteré genetické rizikové faktory (napt. NRXN1, CRMP2, DISC1) nejsou
specifické pro jednu nebo druhou poruchu a existuje zde vysoky prekryv (Kilpinen et al., 2008;
Rapoport et al.,, 2009; Ziak et al., 2020). Bylo rovnéz zjisténo, Ze vyskyt schizofrenie u rodi¢ nebo
sourozencli by mohl byt pro dité rizikovym faktorem pro rozvoj ASD (Sullivan et al, 2012).
U sekundarniho autismu, ktery funguje spiSe jako komorbidita ¢i pridruzeny symptom jiné (Casto
praveé genetické) poruchy, hraji geny a jejich mutace zasadni roli. Takovymi priklady mohou byt geny
FMRP u syndromu fragilntho chromozomu X, MeCPZ u Rettova syndromu nebo TSCI a TSC2
u tuberdzni sklerézy (Penzes et al., 2011). Naproti tomu u primdarnich poruch ASD, u kterych
vétSinou neni znama etiologie, jsou zrejmé environmentdlni faktory a jejich kombinace se
susceptibilnimi geny zasadnéjsi.

Z faktort vnéjsitho prostredi jsou za mozZné rizikové faktory pro rozvoj ASD a schizofrenie
povazovany prenatalni vlivy (napf. medikace matky, chronicky stres, vyzivovad nedostatecnost,
krvaceni béhem téhotenstvi, diabetes, toxoplazmdza, virdlni nebo bakteridlni infekce), perinatalni
komplikace (napt. zranéni nebo trauma pti porodu, hypoxie, nizkd porodni hmotnost, mnohocetny
porod) nebo faktory zasahujici v postnatilni periodé Zzivota (napf. neonatdlni anémie, zména
v hladiné neonatdlniho vitaminu D, vyvojové trauma, vyrlistani v urbanizované oblasti, Zivot
v mensing, uzivani drog) (Chaste & Leboyer, 2012; Davies et al., 2020; Lee et al., 2020; Lewis & Levitt,
2002; van Os et al., 2010).

Obé onemocnéni, schizofrenie i ASD, jsou velice variabilni ve své manifestaci a
multifaktoridlni ve svém plvodu. Nékterym pripadim jsou prednostné prisuzovany genetické
faktory, avsak vétSina je zplisobena komplexni souhrou genetické predispozice s rdznymi
environmentalnimi vlivy. Existence rozmanitych etiologii ¢astecné vysvétluje také vyskyt riznych
odpovédi na terapie u individualnich pacienti. ASD mohou byt tézko vnimany jako jedna nemoc;
termin ,spektrum* samo o sobé implikuje Siroké kontinuum stavi. To samé se da Fici o schizofrenii,
ve skuteCnosti obé kontinua vykazuji jisty prekryv. Potfeba individualizované terapie je v klinické
praxi evidentni a Siroce akceptovand. OvSem schizofrenie i ASD predstavuji ze své podstaty
fundamentalni problém pro vyzkum, jelikoz studie zaloZené na animalnich modech i klinické testy

zavisi na predpokladu jediného, homogenniho a dobie definovaného onemocnéni, pro které se hleda

vivs
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by se sice na jedné strané nevztahovalo na v§echny pacienty s konkrétni diagnézou, ale zato na druhé
strané by bylo mozna relevantni pro rtizné choroby.

U studii vénovanych animalnim modellim se v drtivé vétSiné setkavame s konkretizaci a
pripodobnénim jedné ¢i druhé porusSe; modelovani pouhych priznaki se v literature ptilis
nevyskytuje. Mezi modely ASD patfi naptiklad aplikace valproatu laboratornim hlodavcim. Valproat
je substance pouzivana k 1é¢bé epilepsie nebo vykyvii nalad, a vystaveni plodu jeho ptlisobeni in utero
muze predstavovat riziko poskozeni jeho vyvoje. Aplikace valproatu biezim samicim laboratornich
hlodavcti tedy simuluje stav, kdy téhotna Zena tento 1ék uziva. Potomci takto ovlivnénych matek
potkanii vykazuji behavioralni fenotyp i dal$i znaky podobné ASD a piehledovy clanek autort
Mabunga a kolektiv popisuje pomérné dobrou validitu tohoto modelu (Mabunga et al., 2015). Dalsim
piikladem neurovyvojovych modell je aplikace metylazoxymetanol acetatu (MAM) - neurotoxinu,
ktery vznika metabolismem cykasinu vyskytujiciho se v semenech cykasi - bi'ezim samicim potkani
(Potasiewicz et al., 2019). U jejich potomkt se taktéZ projevuji zmény na tirovni socidlniho chovani a
ultrazvukové komunikace, které autori pripodobnuji schizofrenii, ackoliv velmi dobie napliuji téz
kritérium pro ASD, jeZ autori studie pirekvapivé viibec nediskutovali.

Jako posledni priklad neurovyvojového modelu obou poruch zde predstavim infekci
v téhotenstvi, jiZ se vénuje také tato dizertac¢ni prace. Poprvé tuto novou hypotézu zformuloval
Sarnoff A. Mednick vroce 1988 (Mednick et al, 1988), ktery si povSiml nariistu rizika rozvoje
schizofrenie u potomkii matek, které byly téhotné v dobé velké chripkové epidemie ve Finsku v roce
1957. Tato hypotéza, Ze prenatdlni vystaveni infekci, nebo presnéji aktivaci imunitniho systému
matky, predisponuje potomky k rozvoji schizofrenie, byla podpofena dal$imi studiemi (Boksa, 2008;
Brown & Patterson, 2011; Davies et al,, 2020). Prospektivn{ studie Lee a kolegl reportovala vyssi
riziko rozvoje schizofrenie a piibuznych psychotickych poruch v dospélosti u lidi, jejichz matky
v téhotenstvi trpély bakterialni infekci (Lee et al., 2020). Pozorovani u lidi vedla k vyvoji animalnich
modelli zaloZenych na maternalni imunitni aktivaci brezich samic. Pro aktivaci maternalniho
imunitniho systému u laboratornich hlodavcl se pouzivaji aplikace bud’ piimo virovych partikuli,
nebo castéji jejich RNA analogli polyinosinic:polycytidylic acid (polyl:C), nebo bakterialniho
endotoxinu lipopolysacharidu (LPS) béhem Kkritické periody ¢asného vyvoje (Baharnoori et al.,, 2012;
Basta-Kaim et al., 2011a; Fatemi et al., 2008; Meyer, 2014; Nakamura et al., 2021; Patterson, 2011).
V pozdéjSich fazich postnatdlniho Zivota vykazuji ovlivnéni potomci zmény ve vyvoji mozku a
chovani podobajici se patogenezi schizofrenie, ale i ASD (viz piehledovy ¢lanek Boksa, 2010), coZ
ukazuje na dobrou etiologickou/konstruktivni validitu téchto modelt. Vyzkum na zvitecich modelech
je vSak napric¢ studiemi zatiZeny obrovskymi rozdily v designech experimentti, v¢etné rodu a kmene

modelového zvirete, serotypu aplikované substance, zptisobu podani, davkovani, nacasovani injekce

vvvvvv
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1.3.11. Casna imunitni aktivace u potkana pomoci lipopolysacharidu:

modely schizofrenie a ASD

LPS (Obr. 10) tvoii hlavni komponentu bunécné stény

gram-negativnich bakterif, jako je Escherichia coli nebo

Opakujici se
jednotka
O-antigen

Salmonella, proto jeho periferni podani zvifeti simuluje
bakteridlni infekci. Tento endotoxin se uvoliluje zbakterii pri
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TLR3, coz vede ke spusténi riznych signdlnich kaskad (Akira & lipopolysacharidu.

Takeda, 2004), proto i projevy u zvitat se po jejich podani mohou
lisit.

U modeld piipravenych aplikaci LPS v prenatalnim ¢i neonatalnim obdobi byla popsana fada
zmén na drovni mozku i chovani. Studie popisuji napiiklad nardst aktivovanych mikroglii v mozku
(Pang et al., 2016), zmény v hladinach neurotransmiterti (Basta-Kaim et al., 2011a; Lin et al., 2012;
Romero et al,, 2010) a aktivaci stresové osy hypotalamus-hypofyza-nadledvinky (Lin et al., 2012).
Zvysené hladiny glukokortikoidi mohou prispét k narusenému vyvoji mozku (Basta-Kaim et al,,
2011Db) a prispét k poskozeni piimo kognitivnich funkci, jakozto diisledek interakci s dopaminergnim
systémem. U lidskych pacientl trpicich schizofrenii byla souvislost glukokortikoidli a kognitivnich
deficitll jiz popsana (viz prehledovy ¢lanek Van Craenenbroeck et al,, 2005). U laboratornich zvirat
vystavenych béhem c¢asného vyvoje LPS se objevila rovnéz snizend myelinizace nervovych vlaken
(Wischhof et al., 2015), narusSeni inhibi¢niho GABAergniho systému mozku (Basta-Kaim et al., 2015;
Wischhof et al., 2015), i strukturni zmény, jako je redukovany objem hipokampu (Kubesova et al.,
2015) ¢i pocet a vétveni astrocytll v hipokampalni CA1 oblasti (Tejkalova et al., 2007b), které by
mohly naznacovat asociaci s moznymi pamétovymi a jinymi kognitivnimi deficity.

Behavioralni zmény u laboratornich hlodavcli nastavajici po prenatalni expozici LPS byly
v literatui'e popsany opakované. Jedna se napiiklad o zvySenou ulekovou reakci ¢i deficit prepulsni
inhibice (Basta-Kaim et al., 2011a, 2015; Foley et al., 2015; Fortier et al., 2007; Romero et al., 2010;
Tejkalova et al., 2007b; Wischhof et al., 2015), hyperlokomoci (Basta-Kaim et al., 2011a; Tejkalova et
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al., 2007b; Wischhof et al., 2015), sniZené sociadlni chovani, socialni hru a komunikaci (Baharnoori et
al,, 2012; Kirsten et al., 2010), naruSenou motorickou koordinaci (Rousset et al., 2013; Stigger et al,,
2013), zvySenou uzkost (Depino, 2015; Lin et al, 2012; Wischhof et al, 2015) nebo chovani
pripominajici depresi (Depino, 2015). Kromé toho se objevilo i zhorSené uceni a pamét u mladych
nedospélych zvirat, konkrétné pracovni pamét v testu rozpoznani nového objektu (Wischhof et al,,
2015) a uceni a dlouhodoba prostorova pamét v Morrisové vodnim bludisti (Batini¢ et al., 2016;
Thangarajan et al,, 2015). Detailnéjsi charakterizace kognitivnich schopnosti u téchto modelovych
zvirat vSak chybi. Behaviordlni projevy jsou velice zavislé na experimentdlnim uspoiadani, véku
testovanych zvirat, pouzité dloze a dalSich faktorech, proto se vjinych pripadech vyse zminéné
zmény chovani nemusi projevit, napt. v lokomoci (Foley et al., 2014a, 2014b; néktefi autofi dokonce
popisuji snizenou lokomoc¢ni aktivitu; Batini¢ et al., 2016; Stigger et al., 2013), socialité (Batini¢ et al.,
2016; Foley et al., 2014a), ¢i anxieté (Foley et al., 2014b; Kirsten et al., 2010). Je zajimavé, Ze zmény
v chovani mohou mit ziejmé dlouhotrvajici transgeneracni efekt, jak zjistili Penteado a kolektiv
u F1 a F2 generaci potkanl prenatalné vystavenych pouhé jedné injekci LPS, coZ poukazuje na
moznou epigenetickou dédi¢nost (Penteado et al., 2014). Zmény v chovani v disledku expozice LPS
Casné po narozeni nasli vyzkumnici Pang s kolegy, ktefi popisuji sniZzenou ultrazvukovou vokalizaci
u potkanich mlad'at a poskozenou pamét v iloze rozpoznani nového objektu u dospivajicich potkant
(Pang et al, 2016). Dislednéjsi charakterizaci chovani tohoto modelu ale literatura prekvapivé
nenabizi.

Tato dizertacni prace popisuje kognitivni koordinaci a prostorovou pamét u potkanich
modelti s vyuzitim LPS ve dvou rliznych pristupech: aplikace bud novorozenym potkantim
(neonatalni/postnatalni podani lipopolysacharidu, model schizofrenie), nebo piimo brezi samici
(prenatalni podani lipopolysacharidu, model schizofrenie a ASD). U potkanti se mladata rodi
relativné diive nez u lidi, slepa a hluch4, a ptiblizné dva tydny po narozeni (do otevieni oc¢i) stupen
vyvoje jejich mozku odpovida plodu ve tretim trimestru Zenského téhotenstvi (Clancy et al., 2001).
Aplikace LPS béhem prvnich nékolika dnli po narozeni tedy odpovida kratkodobé bakterialni infekci
prodélané perinatalné v pozdni fazi téhotenstvi ¢i u predcasné narozenych déti. U potkana se vSak
nejednd o aktivaci imunitniho systému matky, nybrz primo samotného mladéte. Oproti tomu
podanim LPS jesté v priibéhu biezosti potkana miiZzeme docilit maternalni imunitni aktivace, a tim
simulovat kratkodobou, nebo chronickou bakteridlni infekci v casnéjSim obdobi z hlediska vyvoje

mozku.

60



61



2. EXPERIMENTALNI CAST
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2.1. Cile dizertacni prace

Tato dizertacni prace je zaméfena na charakterizaci chovani vybranych potkanich modelt
lidskych neuropsychiatrickych poruch - Alzheimerovy choroby, schizofrenie a poruch autistického
spektra - vzniklych plisobenim riiznych faktor. Diraz je kladen na proSetieni kognitivnich
dovednosti potkanti v nékolika prostorovych a pamétovych tlohach. ProtoZe jsou vSak vSechna tfi
zminéna onemocnéni multifaktorialni s Sirokym spektrem symptom, byly u vétSiny z uvedenych
modell sledovany také nekognitivni projevy. Na zakladé ocekavaného poskozeni paméti, kognice
i nékterych nekognitivnich domén je predpokladem fenomenologickd i konstruktivni validace
uvedenych modeld.

Konkrétni cile zaméfené na kognitivni funkce v jednotlivych studiich jsou:

1. Rozsifit poznatky o kognitivnim poSkozeni transgennich potkanti McGill (model AD)
v nékolika dlohdch zamérenych na kognici, u€eni a pamét: prostorova pracovni pamét a
habituace (bludiSté tvaru Y, Morrisovo vodni bludisté), prostorovad dlouhodobd pamét a
kognitivni koordinace (kolotocové bludisté), rozpoznavaci pamét (Uloha socidlniho
rozpoznavani, rozpoznani premisténého ¢i nového objektu).

2. Prozkoumat rozsah kognitivniho poskozeni u potkandi Samaritan (model AD), modelu
pripraveného chronickou expozici A a dvéma prooxidativnim substancim. U potkant
otestovat uceni a prostorovou referencni pamét (Morrisovo vodni bludisté) a dlouhodobou
pamét, kognitivni koordinaci a flexibilitu (kolotocové bludiste).

3. U potkanli vystavenych casné po narozeni bakteridlnimu lipopolysacharidu (model
schizofrenie) otestovat dlouhodobou prostorovou pamét a kognitivni koordinaci
v koloto¢ovém bludisti. S pouzitim psychotomimetika MK-801 v dospélosti vytvorit
kombinovany model a ovérit zavaznost navozené ,psychézy” vtéze uUloze zamérené na
kognitivni flexibilitu.

4. Potkany po prenatalni expozici bakteridlnimu lipopolysacharidu (téZ maternalni imunitni
aktivace) otestovat v dospélosti v koloto¢ovém bludisti (kognitivni koordinace a dlouhodoba
pamét). Validovat tento model v souvislosti se schizofrenii a ASD.

Hypotézy: Uvedené cile testuji hypotézu, podle které by potkani McGill a Samaritan méli vykazovat
vyznamné poskozeni jak pracovni a dlouhodobé prostorové pameéti, tak i jemnéjSich kognitivnich
funkci, jako je kognitivni koordinace (schopnost rozliSovat mezi relevantnimi a irelevantnimi
informacemi) nebo flexibilita (schopnost adaptovat své chovani ke zménénym podminkam), stejné
jako vykazuji pacienti s AD. U potkand McGill jsme piedpokladali také naruseni neprostorovych typi
paméti. U potkanti, vystavenych prenatalné ¢i postnatalné plsobeni LPS, jsme ocekavali naruseni
zejména vysSich kognitivnich funkei (kognitivni koordinace, flexibilita), podobné jako jsou tyto
schopnosti naruSeny u pacientti trpicich schizofrenii, pfipadné ASD. Pridany faktor ve formé akutni
aplikace psychotomimetika mél pozorované symptomy jesté vice zhorsit. LPS zvirata méla mit podle

naseho predpokladu zménéné i jiné (nekognitivni) domény chovani.
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2.2. Prehled publikaci priloZenych k dizertacni praci

PUBLIKACE ¢. 1

Petrasek, T., Vojtechova, 1., Lobellova, V., Popelikova, A., Janikova, M., Brozka, H., Houdek, P., Sladek,
M., Sumova, A, Kristofikova, Z., Vales, K., & Stuchlik, A. (2018). The McGill transgenic rat model of
Alzheimer’s disease displays cognitive and motor impairments, changes in anxiety and social

behavior, and altered circadian activity. Frontiers in Aging Neuroscience, 10, 250. IF = 3.633

o .

Muj prispévek: Samostatné provedeni, analyza a interpretace uloh rozpoznini nového a
premisténého objektu, sepsani piislusné casti metodiky. Spoluticast na provedeni a analyze
ostatnich behavioralnich (kognitivnich i nekognitivnich) experimentli, s vyjimkou méreni

cirkadidnni aktivity.

PUBLIKACE ¢. 2

Petrasek, T., Skurlova, M., Maleninska, K., Vojtechova, 1., Kristofikova, Z., Matuskova, H., Sirova, ].,
Vales, K, Ripova, D., & Stuchlik, A. (2016). A rat model of Alzheimer's disease based on Abeta42
and pro-oxidative substances exhibits cognitive deficit and alterations in glutamatergic and

cholinergic neurotransmitter systems. Frontiers in Aging Neuroscience, 8, 83. IF = 4.504

Mij ptispévek: Participace na provedeni behavioralnich testf.

PUBLIKACE ¢. 3

Vojtechova, 1., Petrasek, T., Maleninska, K., Brozka, H., Tejkalova, H., Horacek, ., Stuchlik, A., & Vales,
K. (2018). Neonatal immune activation by lipopolysaccharide causes inadequate emotional
responses to novel situations but no changes in anxiety or cognitive behavior in Wistar rats.

Behavioural Brain Research, 349, 42-53.1F = 2.770

o .

Muj prispévek: Provedeni, analyza a spoluicast na interpretaci vSech behavioralnich
experimentt, sepsani manusKkriptu, korespondujici autorstvi. Studie byla ¢aste¢né hrazena z mého

studentského grantu GA UK 172515.

65



PUBLIKACE ¢. 4

Vojtechova, 1., Maleninska, K., Kutna, V., Klovrza, 0., Tuckova, K., Petrasek, T., & Stuchlik, A. (2021).
Behavioral alterations and decreased number of parvalbumin-positive interneurons in Wistar
rats after maternal immune ativation by lipopolysaccharide: Sex matters. International Journal

of Molecular Sciences, 22(6), 3274.1F = 5.923

o .

Mij prispévek: Design studie, priprava modelu, zavedeni metodiky urc¢ovani estralniho cyklu
u samic, provadéni behavioralnich experimentii a analyza dat (za spolutcasti nékterych
spoluautorti), interpretace vysledkd, statisticka analyza, tvorba obrazk{, sepsani manusKkriptu,
korespondujici autorstvi. Behavioralni ¢ast studie byla ¢astecné hrazena z mého studentského
grantu GA UK 172515, histologickd a imunohistochemicka ¢ast byla hrazena z mého studentského

grantu, ktery jsem ziskala v rdmci Interni grantové soutéze NUDZ (IGS ¢. 304).

Nasledujici ¢tyti kapitoly odrazi poradi téchto publikaci. V podkapitolach Material & metody a
VysledKky u kazdé z nich se vénuji pouze dloham zaméfenym na prostorovou orientaci a pamét,
prestoZe jsme u potkant testovali i jiné domény chovani, jelikoZ pouze kognitivni tllohy jsou svazany
s cili této dizertalni prace. Ostatni zjiSténi jsou zminéna v ramci jednotlivych diskuzi a popis jejich
provedeni je knalezeni v priloZzenych publikacich. Zaroven principy zminovanych behavioralnich
uloh jsou vysvétlené jiz v teoretickém uvodu (viz kapitoly 1.1.2. a 1.1.3.), stejné jako potkani McGill
(kap. 1.2.5.) a Samaritan (kap. 1.2.6.). Jejich popis niZe je tedy omezen predevsim na technické udaje

a specifika pro danou studii.
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2.3. Publikace ¢. 1

2.3.1. Material & metody

Zvirata. Transgenni potkan McGill-R-Thy1-APP (zkracené potkan McGill) s genetickym
pozadim kmene Wistar ma v genomu vloZeny transgen exprimujici lidsky APP751 nesouci dvojitou
$védskou a indianskou mutaci. Vnas$i studii jsme pouZili homozygoty vpoctu 10 samcg,
pochazejicich ze tii rliznych vrhi, a 10 stejné starych nepribuznych netrasgennich (wild type, WT)
kontrolnich samci také ze tf{ vrhii. Potkani byli zakoupeni od firmy PsychoGenics Inc. (765 Old Saw
Mill River Road, Tarrytown, New York, NY 10591, USA). Po dovozu dostali 25-denni aklimatiza¢ni
periodu ve zvéfinci. Zvifata byla chovana ve

standardnich priihlednych boxech (44 x 28 x 23 cm)

Tab. 1. Pofadi uloh a vék testovanych zvifat.

o . Postup vek .
s jednim ¢i dvéma sourozenci, s dostupnou potravou (v mésicich)
. . . L Pfijezd do zvéfince 3,6
a vodou ad libitum (s vyjimkou testli vyZadujicich — —
Vyvysené kiizové bludisté (1) a (2) 4,4
potravni ¢i socidlni deprivaci), v12-hodinovém  1egt tevieného pole (1) a (2) 45
reZimu svétlo/tma ve vétrané mistnosti urcené Test chize po lati 4,5
k chovu potkandi ve Fyziologickém tstavu AV CR.  Vyvysené kfizové bludisté (3) 46
. . . . Lo, . Test otevieného pole (3) 4,7
Experimenty probéhly béhem svételné casti dne. - —
Morrisovo vodni bludisté 4,7-5,1
Zvirata rlznych genotypli jsme testovali ve g qicte tvaru Y (1) 5,1
stridavém poradi, abychom minimalizovali plisobeni  Test svétlo-tma 5,1
vnéjsich rusivych faktord a prirozené cirkadianni _Kelotocové bludisté 5/4-5,9
L p vy b , o Bludisté tvaru Y (2 6,0
aktivity, vedouci k faleSné pozitivnim vysledkim. @)
Test socialniho rozpoznavani 6,1-6,3
Behavioralni aparatury byly po kazdém zvifeti  test rozpoznani premisténého o7
otistény vodou, aby se eliminovaly, nebo alespori 2 Mnového objektu
Socidlni interakce 6,8
rozprostiely, pachové znacky. Poradi uloh uvedené o oo 3) 81
niZze odpovida redlnému poradi a véku testovanych Chronobiologické experimenty 8,2-10,0
Ukonéeni studie 10,4

zvirat (Tab. 1). VSechny experimenty byly schvaleny

mistn{ komisi pro ochranu zvitat a vyhovély Zakonu Tucné jsou zvyraznéné kognitivni dlohy
. popsané v této dizertacni praci.

na ochranu zvirat proti tyrani Ceské republiky a

smérnicim Evropské unie (2010/63/EU).

Morrisovo vodni bludisté. Vodni bludisté sestavalo z kruhové nadrze o priméru 180 cm a
vySce 50 cm naplnéné vodou o teploté 21 + 2 °C do hloubky 35 cm, zakalenou netoxickou ¢ernou
barvou (SwingColor, Bauhaus, CR). Ve vodé stil prihledny plastovy ostriivek ve tvaru valce
o priméru 10 cm, ktery mél potkan nalézt. Pokud na néj zvife nevylezlo béhem 60 s, bylo na néj
experimentatorem navedeno. Pozice zvifete byla monitorovdna kamerou umisténou nad stredem
nadrZze a trekovacim systémem Tracker (Biosignal Group, USA). Prvni dva dny jsme potkany
otestovali ve varianté s viditelnym ostrivkem, abychom ovérili zrak, schopnost plavat a pochopeni

principu ulohy, a tedy obecnou schopnost zvirat tlohu resit. Ostriivek byl vynoien nékolik cm nad

hladinu a byl obehnan bilym nastavcem, zaroven bylo 20 cm nad ostriivkem povésené dalsi voditko
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sloZené ze dvou CD diskl. Kazdé zvife mélo denné celkem 8 plaveb s 15-min intervaly a do vody bylo
vypousténo vzdy ze stejného mista na okraji bazénu, zatimco polohu ostriivku jsme mezi plavbami
pseudonahodné meénili. DalSich 8 dni byli potkani testovani v dloze delayed-matching-to-place
zamérené na uchovani vzpominek v prostorové pracovni paméti po urcité prodlevé (delay) mezi
prvni a druhou plavbou v tomtéZ usporddani. Prodleva byla v nasem ptipadé bud’ 15 s (kratka) nebo
90 min (dlouhd). Zvirata plavala kazdy den 4krat a interval mezi druhou, tieti a ¢tvrtou plavbou byl
vzdy 15 s. Mista startl byla rizna kazdy den i v rimci dne, polohu ostrivku, ktery byl skryty 1,5 cm
pod hladinou vody, jsme ménili pseudonahodné mezi dny (v ramci dne z{stal stabilni). Pfi prvni
plavbé zvirata hledala ostrlivek vzdy nahodné, ale béhem dalsich tri plaveb v témzZe dni mohla jiz
vyuzit znalosti o jeho pozici a nalézt jej rychleji. Pro analyzu jsme pouZili data pouze z 3.-8. dne
testovani, kdy byla zvitata jiZ obeznamena s pravidly testu. Kognitivni vykon ve vodnim bludisti byl
hodnocen parametry latence nalezeni ostriivku a uspora Casu (savings) mezi prvnimi dvéma
plavbami. Rychlost plavani jsme zaznamenavali z divodu sledovani lokomoc¢nich dovednosti a
tigmotaxi (podil Casu straveného na periferii bazénu vici celkovému casu sezeni) jako méritko
anxiety a patraci strategie.

Bludis$té tvaru Y. Zvife jsme umistili do stfedu prazdného tiiramenného bludisté
(rovnocenna ramena o rozmeérech 39 x 10 cm oznacend pismeny A, B a C, prisedajici k sobé pod
uhlem 120°) vyrobeného z hnédého plastu a ponechali 8 min volné explorovat. U kazdého potkana
jsme provedli 3 sezeni (Tab. 1) scilem vypozorovat individudlni ¢i skupinovy vyvoj ¢i stabilitu
zkoumaného chovani s nartistajicim vékem. Navstévu ramene jsme zaznamenali v pripadé, Ze do néj
potkan vstoupil viema ¢tyfma nohama. Uloha testuje prostorovou pracovni pamét ¢i kratkodobou
habituaci s predpokladem, Ze potkan prirozené preferuje stiidani ramen, pokud si pamatuje
piedchozi volbu ramene. Spontanni alternaci mezi rameny (pracovni pamét /kratkodoba habituace)
jsme pocitali jako pomér mezi poctem spravnych tridd (potkan vstoupil postupné do tii riznych
ramen: ABC, BCA, CAB, ACB, CBA, BAC) a celkovym poctem tridd (zahrnuty i nespravné triady: ABA,
CBC, BAB apod.). Celkovy pocet navstév ramen ndm ukazal aktivitu zvirat.

Kolotocové bludisté. Aparatura se skladala z kovové kruhové arény o priméru 82 cm
obklopené 30 cm vysokou priihlednou sténou z plexiskla kénického tvaru. Aréna stala uprostied
mistnosti obsahujici rtizné vizualni orienta¢ni znacky a mohla rotovat. V pocitatovém trekovacim
programu Tracker (Biosignal Group, USA) byl na aréné definovan ,zakazany sektor” (kruhova vysec
v uhlu 60°), ktery nebyl na aréné viditelné oznacen, a zviie si jeho polohu muselo zapamatovat podle
vizudlnich orientacnich znacek. Pfi vstupu do sektoru trvajicim déle nez 0,5 s byl potkan potrestan
mirnou elektrickou rankou (Sokem) o intenzité 0,3-0,7 mA (stfidavy proud, 50 Hz), individualné
nastavenou pro konkrétni zvire tak, aby vyprovokovala iinikovou reakci, ale nebyla prili$ bolestiva a
nevyvolala nehybnost (freezing). Sok trval 0,5 s a opakoval se po 1,5 s (Obr. 13A), dokud potkan
sektor neopustil. Podavani elektrickych Sokii do nohou potkana (pri kontaktu s kovovou podlahou
arény) bylo umoznéno propojenim pies kabel vedouci k potkanovi, ktery mél na hibeté mezi

lopatkami transdermalné umisténou injekéni jehlu se zahnutym koncem zabranujicim jejimu
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vypadnuti, a kniz byl kabel ptipojen krokosvorkou. Trajektorie potkana byla zaznamenavéna
vreferencnim radmci arény i mistnosti pomoci infracervené kamery a dvou diod umisténych na
hibété potkana a po obvodu arény (vzorkovaci frekvence 25 Hz). V této studii byli potkani potravné
deprivovani na 90 £ 5 % své normdalni hmotnosti a béhem experimentu sbirali malé ceredln{ kuli¢ky
(Nesquik, Nestlé, CR), které dopadaly nihodné na riiznd mista arény (asi 3 kuli¢ky za minutu)
z motorizovaného krmitka umisténého nad arénou. Cely experiment trval 14 dni a byl rozdélen do
Ctyt fazi srdznou obtiZnosti: (1) habituace na stabilni arénu (spontanni sbirani potravovych
kulicek), (2) pasivni vyhybani se mistu se stabilni arénou, (3) habituace na rotujici arénu a
(4) aktivni vyhybani se mistu s rotujici arénou a stabilnim sektorem, pri které musel potkan
rozliSovat relevantni a irelevantni orienta¢ni znacky podle prislusného referen¢niho ramce, coz
délalo tuto fazi nejobtiZnéjsi. RozvrZeni jednotlivych fazi a popis podminek je uveden v Tab. 2. Kazdé
sezeni trvalo 20 min s vyjimkou habituace na rotujici arénu (10 min). Aréna rotovala rychlosti
1 otdcka/min. Trajektorie potkanli byla analyzovana offline pomoci open source software
CM Manager 0.4.0 (Bahnik, 2014). Sledovanymi kognitivnimi parametry byl pocet vstupti do sektoru
(pocet chyb, schopnost zapamatovat si polohu sektoru a vyhybat se mu) a pocet Sokii na pocet vstupti
(skill learning index, pochopeni principu udlohy, tj. utéci ze sektoru po prvnim obdrZeni elektrické

ranky), pocitany jako (pocet vstupti +1)/(pocet Sokt +1). Dale jsme hodnotili nachozenou vzdéalenost

(lokomo¢ni aktivita) a primérnou vzdalenost od stfedu (tigmotaxe, anxieta). Béhem kazdého sezeni

jsme nahravali ultrasonickou vokalizaci potkanti pomoci mikrofonu Ultramic 250K specidlné
vyrobeného ke snimani vysokych frekvenci (Dodotronic, Italy) a volné dostupného software Audacity

2.1.0. Hodnotili jsme piitomnost ¢i nepfitomnost vokalizaci.

Tab. 2. Design testovaci baterie v koloto¢ovém bludisti.

Den 1 | 2 | 3 a | s |6 | 7 8 9 [ 10 [nn]|12|13|u

Habituace Habituace

Uloha | cpirani kulicek) Pasivni vyhybani (rotace)

Aktivni vyhybani

oo o rotujici aréna s

. stabilni aréna stabilni aréna . . rotujici aréna
Popis Y 1. L bez sokl o

bez Soki stabilni sektor . stabilni sektor

(pouze 10 min)

Test socidlniho rozpoznavani. Test je zaloZen na predpokladu, Ze dospély potkan exploruje
neznamého jedince vice nez jedince, se kterym se jiz setkal, a naruSena socialni pamét naznacuje, Ze
tyto dva jedince od sebe nerozeznava. Protokol jsme pievzali od Lemaire (2003). Jako figuranti pro
experimentalni zvirata slouZili potkani Wistar v juvenilnim véku (23-29 dni), ktefi jiZ mohli byt
rozpoznavani jinymi potkany jako rdzni jednotlivci, ale zaroven jesté nepiedstavovali teritoridlni
konkurenty vyvolavajici agresi. Kontrolni a McGill potkani stravili 24 h ptred experimentem v socialn{
izolaci v experimentalni mistnosti ve standardnich chovnych nadobach, aby si v nich zajistili status
rezidenta. T¥i hodiny pted prvnim sezenim jsme jim také odebrali potravu a vodu. Figuranty jsme
izolovali ve stejné mistnosti v Cistych boxech bez potravy a vody 3 h pred kontaktem s dospélci.

Experiment vzdy zacal akvizici, pii které byl box s experimentalnim dospélcem poloZen pod kameru
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a figurant na 5 min vpustén k dospélci. Po 30-min pauze nasledovalo druhé sezeni - retrieval - pti
némz byl k dospélci vpustén bud’ stejny juvenil (familidrni) nebo nezndmy juvenil (nefamilidrni).
Kazdy dospélec proSel obéma sezenimi také druhy den, avSak interagoval s nefamilidrnim jedincem,
pokud predchozi den interagoval s familidrnim a naopak (Obr. 14A). Chovani dospélych potkanti
bylo hodnoceno manudlné v programu EthoWatcher (Crispim Junior et al, 2012) s pouZitim
videonahravek. Analyzovali jsme neanogenitalni exploraci (¢ichani ¢i dotykani se hlavy ¢i zad
figuranta), anogenitaln{ exploraci (€ichani ¢i olizovan{ anogenitalni oblasti figuranta), pronasledovani

figuranta (following), zdmérné ptelezeni figuranta a drZeni pod sebou (pinning), vyhybani se

socidlnimu kontaktu (staZeni se, Unik ¢i kopani do figuranta) a pasivni kontakt (kontakt iniciovany
figurantem; zahrnoval dotyk, prelézani ¢i podlézani, pronasledovani dospélce).

Test rozpoznani premisténého a nového objektu. Tiidenni experiment sestaval ze tif
Casti: habituace, test rozpoznani premisténého objektu (novel object location, NOL - trénink, test) a
test rozpoznani nového objektu (novel object recognition, NOR - trénink, test) (Obr. 15A). Prvni den
jsme potkana vloZili do erné ¢tvercové arény (70 x 70 cm), aby se 5 min habituoval na prostiedi.
Nasledujici den jsme do opacnych rohli (15 cm od stén) arény umistili dva identické objekty
(zavatovaci sklenicky naplnéné Stérkem) a nechali potkana predméty zkoumat po dobu 5 min (NOL
trénink). Po 1 h jsme jeden z objektli premistili o 20 cm podél stény a nechali potkana znovu volné
explorovat 3 min (NOL test). Treti den jsme opét nechali potkana 5 min volné explorovat oba
identické objekty (NOR trénink). Po 1 h jsme jeden z objektli vyménili za novy (sklenéna nadobka na
podlozni skli¢cka, podobné velikosti, ale hranatého tvaru), ktery potkan exploroval 3 min (NOR test).
Premisténi ¢i vyménu objektl jsme provedli vyvaZené u obou skupin, abychom minimalizovali efekt
eventudlni inklinace kjednomu ¢i druhému objektu nebo mistu. Prostfednictvim programu
EthoWatcher (Crispim Junior et al, 2012) jsme manudlné offline hodnotili chovani potkand,

konkrétné exploraci objektld (¢ichani ¢i prozkoumavani) a lezeni na objekty. Vysledné parametry

byly spoc¢itany jako:  Diskriminacniindex = Tn - Tf
Diskriminac¢ni pomér = (Tn - Tf) /(Tn + Tf),
kde T ukazuje ¢as straveny exploraci familidrniho objektu (Tf) a premisténého/nového objektu (Tn).
Statisticka analyza. Statistické vypocty byly provedeny za pomoci software Prism 7
(GraphPad, USA). Behavioralni data jsme analyzovali pomoci t-testu nebo analyzy variance (ANOVA)
s opakovanymi mérenimi, kde ,genotyp“ predstavoval between-subject faktor a ,sezeni“ (den),

»plavba“ nebo ,vék“ within-subject faktor. Signifikanci jsme stanovili na hladiné p < 0,05.

2.3.2. Vysledky

Morrisovo vodni bludisté. Ve varianté s viditelnym ostriivkem se obé skupiny druhy den
signifikantné zlepsily oproti prvnimu dni, ale potkani McGill vykazovali signifikantné delsi latence
k nalezeni ostriivku nez kontroly (Obr. 11A vlevo); analyza také prokazala interakci genotyp*sezeni

ve formé trendu. Potkani McGill také projevovali vyssi tigmotaxi, zejména prvni den; interakce
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genotyp*sezeni vysla signifikantné (Obr. 11A vpravo). Vizudlnim pozorovanim jsme nezaznamenali
problémy s plavanim, avSak potkani McGill pfijali vyhledavaci strategii pomaleji. V tiloze se skrytym
ostrivkem byla latence k nalezeni ostrivku, zpriimérovana za vSechny testovaci dny, u potkant
McGill delsi neZ u kontrol (Obr. 11B vlevo). Obé skupiny se s pribyvajicimi plavbami zlepSovaly,
i kdyZ potkani McGill pomaleji. Tigmotaxe byla opét vyssi u skupiny McGill, ale postupem casu se
snizovala (Obr. 11B uprostired). Hodnota dspory ¢asu (savings) mezi prvni a druhou plavbou
vramci dne nebyla v pripadé kratké prodlevy signifikantné odliSnd mezi skupinami a v ptripadé
dlouhé prodlevy analyza ukazala trend naznacujici horsi vysledek u potkand McGill (Obr. 11B
vpravo). Rychlost plavani zpriimérovana pies vSechny dny byla stejna u obou skupin (neukazano
v grafu) a pozorované efekty tak nelze vysvétlit poSkozenim motoriky. Vysledky ze statistické
analyzy viz v Tab. 3 a 4.

Bludisté tvaru Y. Potkani McGill se nelisili od kontrol v zdadném ze sledovanych parametrt

(Obr. 12, Tab. 5). Obé skupiny mirné preferovaly alternaci nad ndhodnym chovanim, coZ ukazuji

hodnoty vyssi nez 50 %.

Morrisovo vodni bludisté

A Viditelny ostriivek B Skryty ostrivek
3 Latence Tigmotaxe Uspora asu
Latence Tlngtaxe Den 1-8 (denni praméry) Den 1-8 (denni priméry) Latence 1. plavby - latence 2. plavby
50 50 50
40 * 60 * * *
i genotyp oy genotyp - genotyp =y genotyp
L sezeni ® 50 sezenl ~— plavba Q}_‘, plavba
S e 240 = 40 40
=30 s > @ —
= € 40 E = =
2 a2 8 30 230 230
2 o = o =
@20 230 [ = S ©
= g =20 Buc & 20[--: 220
5 20 ’ < . 2 - - 5| 3
3 g S - | E o
e G © 210 g 2 10 10
1] 3] w
© —— wMcail ||~ 10 G —e— McGill G
-Cm- WT -Cm- WT
0 0 0 0 0
1 2 1 2 1 2 3 4 1 2 3 4 155 90 min
Den (sezeni) Den (sezeni) Plavba Plavba Prodleva mezi plavbami

Obr. 11. Morrisovo vodni bludisté. (A) Ve varianté s viditelnym ostrlivkem se obé skupiny potkanu zlepSovaly
v latenci do nalezeni ostriivku (efekt sezeni, p < 0,0001). Vykon potkanl McGill byl ale signifikantné horsi (efekt
genotypu, p < 0,001) neZ vykon kontrolnich potkanl (panel vlevo), cozZ lze vysvétlit pretrvavajici tigmotaxi
(panel vpravo), kdy potkani McGill stravili na periferii bazénu vice Casu nez kontroly (efekt genotypu,
p < 0,0001). Tigmotaxe se s ¢asem snizovala (efekt sezeni, p < 0,0001) s rostouci zkusenosti s tlohou a tento
trend byl markantné;jsi u potkant McGill (interakce genotyp*sezeni, p = 0,01). (B) V Uloze se skrytym ostrivkem
vykazovali potkani McGill delsi latence nalezeni ostrlivku neZ kontroly (efekt genotypu, p < 0,0001, panel
vlevo). Vykon obou skupin se postupné v ramci dne zlepSoval (efekt plavby, p < 0,0001) bez interakce mezi
faktory. Tigmotaxe (panel uprostied) byla opét vyssi u potkand McGill (efekt genotypu, p = 0,0001), ale u obou
skupin se s kazdou dal¥i plavbou postupné snizovala (efekt plavby, p = 0,0014). Uspora ¢asu, jako méFitko
zlepseni mezi prvni a druhou plavbou v ramci dne (panel vpravo), byla srovnatelna u obou skupin, ale v pfipadé
dlouhé prodlevy (90 min) byla tato hodnota u potkand McGill nizsi ve formé trendu (efekt genotypu, p < 0,1)

poukazujici na horsi vykon. Krouzky a sloupce ukazuji prdméry skupin £ SEM. WT = wild type; *p < 0,05
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Tab. 3. Morrisovo vodni bludisté: viditelny ostrivek

(analyza testem ANOVA s opakovanymi mérenimi).

Tab. 4. Morrisovo vodni bludisté: skryty ostriivek

(analyza testem ANOVA s opakovanymi mérenimi

nebo t-testem).

Zdroj df  Error df F p Zdroj df  Error df F p
Viditelny ostrlvek: latence Skryty ostravek: latence
genotyp 1 18 17,10 0,0006*** genotyp 1 18 40,59 <0,0001***
sezeni 1 18 146,00 <0,0001%** plavba 3 54 18,73 < 0,0001***
genotyp*sezeni | 1 18 4,03 0,0601 genotyp*plavba | 3 54 0,97 0,41
Viditelny ostrivek: tigmotaxe Skryty ostrGvek: tigmotaxe
genotyp 1 18 87,60 <0,0001*** genotyp 1 18 24,29 0,0001***
sezeni 1 18 41,80 <0,0001*** plavba 3 54 5,92 0,0014**
genotyp*sezeni | 1 18 8,28 0,01%* genotyp*plavba | 3 54 1,59 0,2018
**p < 0,01; ***p < 0,001 **p < 0,01; ***p < 0,001
Zdroj df  Error df T p
Skryty ostrdvek: Uspora ¢asu
kratka prodleva 1 18 0,12 0,91
dlouha prodleva 1 18 1,79 0,0907
Skryty ostravek: rychlost plavani
rychlost 1 18 1,46 0,1607

Bludisté tvaru Y

A Spontanni alternace B Pocet navstév ramen
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= 30wt [l McGill
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e ) 20
A o
Z 40 =
= =3 15
L 30| 2
= >
~ +—
£ 20 10
2 g |
210
o
= 0 0
5 6 8 5 6 8

Vék (mésice) Vék (mésice)
Obr. 12. Bludisté tvaru Y. Chovani potkant McGill

nebylo vtéto Uloze signifikantné odlisné od
kontrolnich zvifat (WT, wild type) ani (A) ve spontanni
alternaci, ani (B) vcelkovém poctu ndvstév ramen
(efekt

signifikantné). Sloupce ukazuji priiméry skupin + SEM.

genotypu, véku ani interakce nevysly
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Tab. 5. Bludisté tvaru Y (analyza testem ANOVA

s opakovanymi mérenimi).

Zdroj df Error df F p
Celkovy pocet navstév ramen

genotyp 1 36 1,06 0,32
sezeni 2 36 0,15 0,86
genotyp*sezeni 2 36 1,37 0,27
Spontanni alternace

genotyp 1 36 2,21 0,15
sezeni 2 36 0,63 0,54
genotyp*sezeni 2 36 0,17 0,84




Kolotocové bludisté. Vypozorovali jsme, Ze vSichni potkani byli motivovani ke sbirani
potravovych kulicek a viditelné reagovali na elektrické Soky, z ¢ehoZ usuzujeme na normalni prah
bolesti. Pfi habituaci na stabilni arénu méli potkani McGill normalni lokomoc¢ni aktivitu, pouze
zjiStény trend v interakci genotyp*sezeni naznacuje postupné snizZovani lokomoce ve srovnani
s kontrolnimi zviraty, jejichZ nachozena vzdalenost byla mezi dny srovnatelna nebo mirné vzristala
(Obr. 13D). Ve fazi pasivniho vyhybani se mistu (av$ak ne v jinych fazich) sesbirali potkani McGill
méné potravovych kuli¢ek neZ kontroly (vizudlni pozorovani). Mohlo se jednat o prechodny efekt
vystaveni elektrickym Sokiim. Po seznameni se s pravidly tlohy vSechna zvirata obvykle vybéhla ze
zakazaného sektoru jiZz po prvnim Soku, coZ zna¢i dobrou motivaci a motorickou odpovéd.
Vstupovani do sektoru, znamenajici selhani schopnosti vyhybat se, nebylo ovlivnéno faktorem
genotypu, a s kazdym sezenim se sniZovalo u obou skupin (Obr. 13B vlevo). Pocet Sokii na pocet
vstupt (skill learning index) se také nelisil mezi skupinami a zlepSoval se napti¢ sezenimi (Obr. 13C).
Ve fazi aktivniho vyhybani se mistu byl pocet vstupli do sektoru u potkanti McGill signifikantné
vyssi a signifikantni interakce genotyp*sezeni ukazuje, Ze pouze kontrolni potkani sviij vykon v tloze
s tasem zlepSovali (Obr. 13B vpravo). Skill learning index nevySel vyznamné rozdilny mezi
skupinami, ale signifikantni interakce genotyp*sezeni ukazala, Ze kontrolni zvifata vykazovala dobré
unikové reakce jiz od pocatku, zatimco potkani McGill si spravnou strategii (tj. vyb€hnout ze sektoru
ihned po obdrzeni Soku) osvojovali pomaleji (Obr. 13C). Vysledky ze statistické analyzy viz v Tab. 6.
P1i aktivnim vyhybani se mistu se u tf{ potkant McGill vyskytla ultrazvukova vokalizace na frekvenci
22 kHz, zatimco u kontrol se neobjevila. Tento typ vokalizaci je spojovan s anxiéznim chovanim,
které mohlo byt vyvoldno nedspéchem pri reSeni dlohy. Pocet vokalizaci byl vSak prili§ nizky pro
statistické zpracovani.

Test socialniho rozpoznavani. Nase data nepotvrdila paradigma, podle kterého potkan s
neposkozenou socidlni paméti preferencné interaguje s jedincem, kterého nikdy nepotkal, oproti
znamému jedinci. Socialni explorace familidrniho figuranta totiZ nebyla ani u kontrolnich zvirat nizZsi
nez explorace nefamilidrniho, a anogenitdlni explorace dokonce vzrostla opakovanou expozici
stejného figuranta. Navic experimentalni zvifata se nechovala stabilné mezi prvnim a druhym
testovacim dnem. Proto jsme se zamérili pouze na kvalitativni rozdily v socidlnim chovani mezi
skupinami, bez ohledu na (ne)familidrnost juvenilntho figuranta. V neanogenitalni (Obr. 14B)
i anogenitalni (Obr. 14C) exploraci statisticka analyza odhalila signifikantni efekt genotypu (potkani
McGill zkoumali neanogenitdlné vice, anogenitdlné naopak méné); efekt sezeni byl pouze
u anogenitalni explorace. Vysledky ze statistické analyzy viz v Tab. 7. U ostatnich métrenych

parametri socidlniho chovani jsme nenasli signifikantni rozdily mezi skupinami.
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Kolotocové bludiste
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Obr. 13. Kolotocové bludisté. Uloha sestavala z tfidenni faze habituace na stabilni arénu, ¢tyfdennim pasivnim
vyhybani, jednodenni 10-min habituaci na rotujici arénu a Sestidennim tréninkem aktivniho vyhybani.
(A) Potkan po vstupu do sektoru trvajicim déle ne? 0,5 s obdrzel elektrickou ranku ($ok) o délce 0,5 s. Soky byly
podavény po intervalech 1,5 s opakované, dokud potkan sektor neopustil. (B) Pocet vstupl do zakazaného
sektoru byl béhem faze pasivniho vyhybani od pocatku nizky (panel vlevo) a s kazdym dalSim sezenim se dale
snizoval podobné u obou skupin zvifat. Ve fazi aktivniho vyhybani (panel vpravo) pocdet vstupl do sektoru
vyrazné vzrostl a u potkant McGill zistal celou dobu na vysoké urovni (potkani se ulohu nenaudili; efekt
genotypu, p < 0,05) oproti kontrolnim potkantm, ktefi se postupné zlepsovali a Ulohu se naucili fesit (interakce
genotyp*sezeni, p < 0,005). (C) Pocet Sok(l na pocet vstupl (skill learning index) se neliSil mezi skupinami
v zadné fazi testu, ale v kazdé z nich se s ¢asem zlepSoval. Pfi aktivnim vyhybani byli McGill potkani zpocatku
horsi nez kontroly, ale s kazdym dalSim sezenim se zlepSovali a na konci experimentu dosahovali trovné kontrol
(interakce genotyp*sezeni, p < 0,05). (D) Celkovd nachozena vzdalenost byla podobna u obou skupin.

KrouZzky ukazuji praméry skupin + SEM. D = den (sezeni); WT = wild type; *p < 0,05
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Tab. 6. Kolotocové bludisté (analyza testem ANOVA s opakovanymi mérenimi).

Zdroj df Error df F p
Habituace na stabilni arénu: Lokomoce

genotyp 1 18 0,29 0,60
sezeni 2 36 0,82 0,45
genotyp*sezeni 2 36 2,86 0,0704
Pasivni vyhybani: Lokomoce

genotyp 1 17 1,77 0,2
sezeni 3 51 1,91 0,14
genotyp*sezeni 3 51 1,35 0,27
Pasivni vyhybani: Vstupy

genotyp 1 17 0,57 0,46
sezeni 3 51 14,40 < 0,0001***
genotyp*sezeni 3 51 0,82 0,49
Pasivni vyhybani: Soky/vstupy

genotyp 1 17 0,48 0,4966
sezeni 3 51 7,45 0,0003 ***
genotyp*sezeni 3 51 1,22 0,3114
Aktivni vyhybani: Lokomoce

genotyp 1 16 2,29 0,15
sezeni 5 80 1,04 0,4
genotyp*sezeni 5 80 0,79 0,56
Aktivni vyhybani: Vstupy

genotyp 1 16 6,73 0,0195*
sezeni 5 80 3,38 0,0081**
genotyp*sezeni 5 80 3,86 0,0035**
Aktivni vyhybéni: Soky/vstupy

genotyp 1 16 2,08 0,1685
sezeni 5 80 2,62 0,0302*
genotyp*sezeni 5 80 2,35 0,0486*

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
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Test socidlniho rozpoznavani
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Obr. 14. Test socidlniho rozpoznavani. (A) Design testu. Potkani prosli sezenim akvizice, kdy explorovali
neznamého juvenilniho figuranta, a po 30 min sezenim retrieval sjinym, nebo stejnym figurantem. Kazdy
potkan mél celkem ctyti sezeni s obéma podminkami a jejich poradi jsme nahodné rozdélili mezi prvni a druhy
testovaci den vzdy pro polovinu experimentdlnich zvifat s prvni podminkou a druhou polovinu zvifat s druhou
podminkou, abychom predesli vliviim poradi podminek nebo faze dne. (B) V neanogenitalni exploraci jsme
nepozorovali efekt sezeni, coz znadi, Ze chovani testovanych potkan( nebylo ovlivnéno familiarnosti figuranta.
Obecné vsak potkani McGill vénovali této neanogenitalni exploraci signifikantné vice ¢asu nez kontroly (efekt
genotypu, p < 0,05). (C) V anogenitalni exploraci vysel signifikantni efekt sezeni (p < 0,05), ktery ovSem nebyl
zpUsobeny poklesem explorace familidrniho figuranta, jak jsme predpokladali. Potkani McGill explorovali
anogenitalni oblast figurantd méné nez kontroly (efekt genotypu, p < 0,05). Sloupce ukazuji priméry
skupin £ SEM. AKV = akvizice; RET = retrieval; WT = wild type; *p < 0,05

Tab. 7. Test socialniho rozpoznavani (analyza testem ANOVA s opakovanymi mérenimi).

Zdroj df Error df F p
Neanogenitalni explorace

genotyp 1 15 11,54 0,004**
sezeni 3 45 0,74 0,536
genotyp*sezeni 3 45 0,174 0,913
Anogenitalni explorace

genotyp 1 15 4,75 0,046*
sezeni 3 45 3,76 0,017*
genotyp*sezeni 3 45 2,19 0,103

*p <0,05; **p < 0,01

Test rozpoznani piremisténého a nového objektu. V obou tlohach potkani z obou skupin
zkoumali objekty podobné dlouhou dobu (Obr. 15B, E), pouze kontrolni potkani méli vétsi tendenci
Castéji 1ézt na objekty (Obr. 15C, F). Vtestu rozpoznani pfemisténého objektu byla preference
zkoumdani premisténého objektu velmi nizkd u obou skupin zvirat (Obr. 15D), zatimco v testu
rozpoznani nového objektu potkani jasné preferovali novy objekt nad zndmym a u potkant McGill

nebylo zjevné narusené rozpoznani téchto dvou objektti (Obr. 15G). Vysledky ze statistické analyzy

viz v Tab. 8.
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Test rozpoznani premisténého objektu (NOL)
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Obr. 15. Test rozpoznani pfemisténého a nového objektu. Analyza neprokdzala vyznamny rozdil mezi skupinou
McGill a kontrolni skupinou (WT, wild type). (A) Design uloh. (B, E) Celkovy Cas explorace objektd byl v obou
Ulohach u obou skupin srovnatelny. (C, F) Potkani McGill se snaZili vylézat na objekty méné casto (na Urovni
trendu v obou ulohach) nez kontroly, coZ mohlo byt dano problémy srovnovadhou, které jsme u nich
zaznamenali v jinych testech. (D) Preference pro exploraci premisténého objektu, vyjadiena jako diskriminacni
index a pomér, byla nizkd u obou skupin zvifat. (G) Zvirata z obou skupin preferovala novy objekt pfed zndamym
v podobném rozsahu. Sloupce ukazuji pridméry skupin + SEM. NOL = novel object location; NOR = novel object
recognition

Tab. 8. Test rozpoznani pfemisténého a nového objektu (analyza t-testem).

Zdroj df Error df T p
Rozpoznani premisténého objektu

Cas explorace objektu 1 18 1,46 0,1619
frekvence lezeni na objekty 1 18 1,97 0,0649
diskriminacni index 1 18 1,61 0,1255
diskriminaéni pomér 1 18 1,30 0,2087
Rozpoznani nového objektu

Cas explorace objektu 1 18 0,79 0,4348
frekvence lezeni na objekty 1 18 1,76 0,0946
diskriminacni index 1 18 0,68 0,5076
diskriminacni pomér 1 18 0,54 0,5986
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2.3.3. Diskuze

Studie prokdzala, Ze transgenni potkani McGill vykazuji vyrazné kognitivni poskozeni.
V necelych Sesti mésicich véku si v koloto¢ovém bludisti nebyli viibec schopni osvojit tlohu aktivni
vyhybani se mistu, zatimco kontrolni zvirata se oproti nim dlohu ucila dobie a posledni den akvizice
jiz méla v priméru jen 10 chyb. Potkani McGill méli zpoc¢atku problém vibec s pochopenim principu
této ulohy (tedy Ze maji po obdrZeni elektrické ranky utéci pryc¢), coz ukazuje relativné vysoky pocet
$okl na pocet vstupl. Na elektrickou ranku vsak viditelné reagovali, nelze tuto skutec¢nost tedy
vysvétlit sniZenym prahem bolesti. Postupem casu se ale jejich vykon zlepSoval aZ na troven kontrol,
které ovSem princip ulohy (tinikovou reakci) ovladly jiz prvni den akvizice. U potkanti McGill se
zfejmé jednalo o nekognitivni strategii FeSeni Ulohy s pouZitim motorického uceni. Vjednodussi
uloze pasivni vyhybani se mistu bez rotujici arény se potkani McGill ucili podobné jako kontrolni
potkani; u obou skupin byl pocet vstupti do zakazané oblasti po celou dobu velmi nizky. Tato iloha
vSak nevyZaduje selektivni pozornost k jednomu vybranému referen¢nimu ramci, protoZe orienta¢ni
znacky v mistnosti Ize aplikovat pro sektor i arénu soucasné, jelikoZ oba jsou stabilni. Tato varianta
rovnéz nevyzaduje aktivni pohyb zvirete a pouhé omezeni lokomo¢ni aktivity sniZi pravdépodobnost
vstupu do sektoru. Rozdil v lokomo¢ni aktivité (u potkant McGill se zdala byt nizZsi) nedosahl ani
vjedné fazi statistické signifikance, ani trendu. Mira lokomoce tedy nemiize vysvétlit neschopnost
potkanii McGill osvojit si tlohu s aktivnim vyhybanim. NaruSena prostorova kognice nasvédcuje
vaznému deficitu hipokampalni funkce, coz odpovida symptomiim pozorovanym u lidskych pacientti
s AD, nebo lidi s amnestickou mirnou kognitivni poruchou, kterd piredchazi nasledny rozvoj demence
(Gazova et al., 2012). Hipokampalni formace je mezi prvnimi postiZenymi mozkovymi strukturami
jak u lidi s AD, tak u modelového potkana McGill (Leon et al., 2010). Porovnani naSich zjisténi
s ostatnimi studiemi neni moZzné, nebot kolotocové bludisté bylo u modelu McGill pouzito viibec
poprveé.

V tloze Morrisovo vodni bludisté s kazdodenni zménou polohy ostrivku dosahovali
potkani McGill ve varianté s kratkym intervalem mezi prvnimi dvéma plavbami (15 s) drovné
netransgennich zvifat. Ve varianté s del$im intervalem (90 min) u nich byla mensi Uspora ¢asu
(savings) mezi prvnimi dvéma plavbami (uceni jednoho sezeni, single-trial learning) pouze ve formé
trendu, poSkozeni pracovni paméti tedy nebylo prili§ vyrazné. Transgenni potkani ovSem nachéazeli
skryty ostriivek obecné s mnohem del$i latenci nez kontrolni potkani, a to v pripadé vSech Ctyr
plaveb (data zpriimérovana pro kazdou plavbu za vSech osm dni akvizice), coZ by mohlo svédcit
0 naruSené prostorové navigaci a paméti. Primérna rychlost plavani se mezi skupinami nelisila,
proto ji mizeme jako vysvétleni vyssi latence vyloucit. Vyssi anxieta (tigmotaxe) u potkant McGill
v$ak jako alternativni vysvétleni poslouzit mize, nebot stravili signifikantné vice ¢asu plavanim na
perifeii bazénu neZ kontrolni potkani. Uzkost a stres s ni spojeny jim mohly branit v zapamatovani si
orientacnich bodi, a tudiz presné polohy ostriivku. Potkani McGill ovSem potiebovali delsi cas

k nalezeni ostriivku i v pripadé, Ze byl ostrtivek viditelné oznacen. To miiZe naznacovat proceduralni
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deficit (pomalejsi osvojeni efektivni strategie hledani ostrivku) ¢i zhorsené zrakové vnimani; stejné

Vv s

tak projevovali vyssi tigmotaxi. Nalezy tak naznacuji obecnéjsi poSkozeni chovani, které saha az za

vs v/

hranici kognitivni domény. Tim se naSe vysledky 1isi od studie Leon a kol., ktefi Zddny deficit ve
varianté s viditelnym ostriivkem nevidéli, a to dokonce ani u 13-mésicnich zvirat, a reportovali Cisty
kognitivni deficit (Leon et al, 2010). Nicméné da-li se mluvit o naruseni pracovni paméti v dloze
Morrisovo vodni bludiSté, neni tolik vyrazné jako kognitivni poSkozeni v kolotoCovém bludisti.
Dlivodem miiZze byt nizsi vék testovanych zvirat (5 mésici), kdy se deficit pracovni paméti jesté
nemusel projevit. Badatelé Leon a kol. ve své studii popisuji narusené uceni v Morrisové vodnim
bludisti u homozygotnich potkani McGill jiz ve véku 3 mésicli, avSak vuloze zaméiené na
dlouhodobou pamét, kdy ostrlivek ziistava na stabilnim misté po celou dobu uceni (Leon et al,,
2010). Potkani se vjejich studii postupné zlepSovali, ale nedosahli takové urovné jako kontrolni
zvirata, a rovnéz byli méné presvédCeni o poloze ostrivku (méieno vybaveni polohy ostrivku
v probe trial). Toto zjisténi podporuje i naSe nalezy v kolotoCovém bludisti s testem na dlouhodobou
prostorovou pamét. Heterozygotni transgenni potkani McGill naruSené uceni ve vodnim bludisti
nevykazovali (Martino Adami et al, 2017), pouze byla poSkozena prostorova referencni pamét
v probe trial (Martino Adami et al., 2017), avSsak méné nez u homozygott (Leon et al., 2010).

V bludisti tvaru Y - ,,suché” iloze zamérené na prostorovou pracovni pamét ¢i kratkodobou
habituaci - byli potkani testovani opakované (v 5, 6 a 8 mésicich véku). Ani jedno sezeni ale
neodhalilo naruSenou spontannf alternaci. A¢koli vizudlni pohled na graf naznacuje u potkanti McGill
postupné snizovani Uispésnosti alternace s naristajicim vékem, rozdil ve skutec¢nosti nedosahuje ani
trendovych hodnot. Transgenn{ potkani tedy nemajf naruseny tento typ paméti. Aktivita obou skupin
mérend celkovym poctem navstév vSech ramen byla rovnocenna u obou skupin. Dosud nebyli
homozygotni potkani McGill v této dloze otestovani. Nicméné byla prokazana niz$i schopnost
spravné alternace mezi rameny u heterozygotnich potkani McGill v 6 a 12 mésicich véku (Galeano et
al, 2014; Martino Adami et al., 2017). ProC jsme podobné naruSeni nezaznamenali také v naSem
experimentu, neni jasné, nebot experimentalni design i vék testovanych zvirat byly podobné a
homozygoti by méli vykazovat zavaznéjsi fenotyp.

V tlohach rozpoznani piemisténého objektu a rozpoznani nového objektu neprojevovali
témeér 7-mésicni potkani McGill vyznamné poskozeni rozpoznavaci paméti v porovnani s kontrolami.
Grafy naznacuji, Ze rozpoznat prostorové premistény objekt délalo modelovym potkantim vétsi
problémy, vporovnani skontrolami, neZz rozpoznat novy objekt. Nicméné rozdily nebyly
signifikantni, ani na drovni trendu, coZ mohlo byt ddno také velkou variabilitou v rdmci skupiny a
relativné malym poctem zvirat. Navic pfemistény objekt priliS nepreferovala ani kontrolni zvirata, a
je tedy mozné, Ze prostorova zména objektu byla prilis mala na to, aby ji potkani zpozorovali nebo
povazovali za vyznamnou. Iulita a kol. naopak odhalili deficit prostorové a rozpoznavaci paméti
v obou typech tloh u homozygotnich i heterozygotnich potkanti McGill ve 13 mésicich véku (Iulita et
al, 2014); ve 3 meésicich véku dosahlo u téchto potkanl signifikance pouze poSkozeni v dloze

rozpoznani nového objektu. Tato zjisténi jsou v rozporu s naSim pozorovanim, avsak autori pouzili
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jiny design provedeni dloh, napft. pouzili 5 objektd namisto dvou, krat$i (10 min) interval mezi fazi
tréninku a testu, testovali zvifata v jiném véku ad., takze vysledky nejsou plné srovnatelné s naSimi.
Heterozygotni potkani McGill v jinych studiich neprojevovali narusenou rozpoznavaci pamét, a to ani
v pokrocilém véku (Galeano et al., 2014; Martino Adami et al., 2017). Je moZné, Ze projeveni deficitu
je zavislé na celkovém usporadani, designu a provedeni testt, které se miize mezi laboratoremi velmi
lisit. Cas straveny celkovou exploraci byl v na§em experimentu srovnatelny u obou skupin, pouze
potkani McGill méli tendenci méné 1ézt na objekty; to 1ze vSak vysvétlit jejich zhorSenou motorickou
koordinaci a rovnovahou, které se objevily jiz ve véku 4,5 mésice v testu chiize po lati, ve kterém
vice chybovali, po lati nebyli schopni normalné chodit, ale spiSe se plazili, nékteri padali a celkové
potiebovali delsi cas kjejimu prebéhnuti. Samotnd lokomoce vSak poSkozend nebyla, protoZe
transgenni zvirata nachodila srovnatelnou vzdalenost jak v testu otevieného pole, tak v Kiizovém
bludisti. Normalni lokomoc¢ni aktivitu v téchto dlohach reportuji i jiné studie (Galeano et al.,, 2014;
Martino Adami et al., 2017). Vobou ulohach se vSak vnaSem pripadé lokomoc¢ni aktivita pri
opakovaném testovani postupné snizovala, coZ ukazuje habituaci na aparaturu a nizsi exploraci jiz
znamého prostiedi. ProtoZe se vSak habituace objevila u obou skupin, lze konstatovat, Ze si
transgenni potkani ziejmé dané prostiedi zapamatovali. Motorické poskozeni nebylo u potkant
McGill dosud testovano, s vyjimkou schopnosti plavat, ktera se ale jevila normalné, jak jsme ukazali
v nasi studii, a stejné tak Leon et al. (2010). ZhorSend motoricka koordinace bez ovlivnéni lokomoce
vSak byla reportovana u analogického mySiho modelu nesouciho lidsky APP se Svédskou a
indianskou mutaci (Lee et al, 2004). Problémy schiizi a rovnovahou jsou casto pozorované
i u pacientd s AD (Suttanon et al., 2012; Visser, 1983).

V tuloze testujici socialni pamét se nepodarilo prokazat piredpoklddané paradigma ulohy,
nebot ani kontrolni potkani nevénovali pfi interakci vy$si pozornost neznamym figurantiim oproti
znamym. Zchovani potkanli McGill vtéto Uloze tedy nelze usuzovat na deficit socialniho
rozpoznavani a je na misté pouze konstatovat, ze pouZzita metodika v tomto experimentu u potkant
kmene Wistar nefungovala. Analyza socialniho chovani testovanych pilro¢nich potkant, bez ohledu
na familidrnost figuranta, ovSem odhalila kvalitativni zmény - potkani McGill vénovali ve srovnani
s kontrolnimi potkany méné €asu exploraci anogenitalni oblasti juvenila a naopak vice ¢asu vénovali
oCichavani ostatnich casti téla. Stejné zmény se podafilo prokazat i pii jednoduché socialni
interakci dvou potkanti McGill, coZz ukazuje na robustni fenotyp. Tito potkani také emitovali béhem
interakce jednoduché ultrazvukové vokalizace krat$i dobu neZ kontrolni potkani, coz naznacuje
naruSenou vzajemnou socidlni komunikaci. Anogenitdlni olichavani a olizovani predstavuje pro
potkany vyznamny zdroj informaci a umoziiuje jim rozpoznavani na individualni arovni (Moura et
al,, 2010). Ackoli nelze tato pozorovani interpretovat s jistotou, jednim z vysvétleni mize byt nizsi
motivace potkand McGill zjistovat identitu svych socidlnich partnerd i pres ochotu s nimi
interagovat. Alternativnim vysvétlenim muze byt zhorSend cichova percepce, znemoznujici
identifikaci jedince. Ke zhorseni ¢ichu by mohlo dojit v diisledku zmén probihajicich v mozku, jako je

intracelularni akumulace AP (zatim vSak nikoli extracelularni plaky), ktera se objevuje
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v olfaktorickém bulbu jiz v 6 mésicich véku zvitat (Heggland et al., 2015). Naruseny Cich se objevuje
i u pacienti s Alzheimerovou chorobou nebo dokonce jen s mirnou kognitivni dysfunkci
(viz prehledovy ¢lanek Murphy, 2019); deficit ¢ichu byl pozorovan i u mysich modeli AD (Wesson et
al.,, 2010).

Piehled kognitivnich deficiti a typickych neuropatologii, a zaroven vékd, ve kterych byly
pozorovany, zobrazuji Tab. 9 (mozkové patologie) a Tab. 10 (kognitivni poSkozeni). Tabulky
zarovenl srovnavaji neuropatologické a kognitivni zmény u modelu McGill sjinym genetickym
modelem - transgennim potkanem Fischer 344 (TgF344-AD) nesoucim stejnou Svédskou mutaci
APP, ale misto indianské mutace v APP maji v genomu mutovany presenilin 1 (Cohen et al., 2013). AB
oligomery se tvoii u obou (resp. tii) téchto modelti, ackoli McGill homozygoti je zfejmé tvorii diive
neZz heterozygoti a TgF344-AD. Amyloidni plaky vSak heterozygoti netvori vilibec, zatimco u
homozygoti(, stejné jako u TgF344-AD, se zacinaji vytvaret priblizné v pll roce Zivota ¢i pozdéji
(studie se mezi sebou v nastupu plakd pIné neshoduji). U potkant TgF344-AD byla navic opakované
pozorovana také neurofibrilarni klubka s hyperfosforylovanym proteinem tau (viz Tab. 9), cozZ je
mezi transgennimi hlodavci modelujicimi AD pomérné vzacné; o jejich piitomnosti ¢i nepiitomnosti
u potkanti McGill doposud nebylo nic publikovano. Je diilezité podotknout, Ze kognitivni zhorseni se
objevuje u potkani McGill jeSté drive, neZ se zacnou formovat amyloidni plaky, tedy pouze za
pritomnosti oligomerd. Potkani TgF344-AD také projevuji celou fadu kognitivnich deficitdi, ovSem
jejich porovnani s modelem McGill je obtizné, protoZe potkani byli ¢asto testovani v odliSném véku ¢i
jiné uloze. Nicméné snad lze obecné konstatovat, Zze oba modely vykazuji narusené chovani
v prostorovych a operantnich tlohach, pricemz se zd3, Ze u McGill homozygoti se objevuji diive (pro
detailnéjsi prehled viz Tab. 10). Potkani McGill (homozygoti) by tak mohli slouzit pro vyzkum
pozdéjsich fazi AD, zatimco pro sledovani rané ¢i prodromadlni faze AD by mohli byt vhodnéjsi

heterozygoti nebo potkani TgF344-AD.
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Tab. 9. Pfehled patologii spojenych s AB a tau u homozygotnich a heterozygotnich potkant McGill a u transgennich potkant Fischer (TgF344-AD), vietné& uvedenych
v&kl, ve kterych byla patologie zjisténa.

Hyperfosforylovany tau, neurofibrilarni

Model Mutace AR akumulace, oligomery Amyloidni plaky Klubk
ubka

pouze HOMO (u HETERO nepfitomny) nepopsdano
HOMO: 1t, 3m, 6m a 13m - hipokampus,
kortex (Leon et al., 2010; Hanzel et al., 2014)

6m-9m - subiculum, entorhi

APP (K670N, M671L) (Leon et al., 2010; Heggland

MeGill
APP (v717F) )
12m-15m - hipokampus, kortex (Leon i
HETERO: 6m-12m - hipokampus, kortex, 2014; lulita et al., 2014; Heggland et al.,
amygdala; ale niz8i mnoZstvi a pozvolnéjsi 2016)
nastup nez u HOMO (Leon et al., 2010;
Galeano et al., 2014 lulita et al., 2014) 18m-20m - cely mozek (Leon et al., 2010; Heggland et al., 2015)
4m a 6m nepozorovany; 13m, 16m, 24m a 26m - hipokampus, .
pokampus, kortex . 5 ¥ v B — e I u. hyperfosforylovany tau: 6m a 16m - locus
hees et al.. 2018) kortex, striatum, cerebellum (Cohen et al., 2013; Voorhees e coeruleus (Rorabaugh et al. 2017)
=SS 2T 1al, 2018; Morrone et al., 2019; Sare et al., 2020) B S B L
hyperfosforylovany tau: 13m -
jiZ 6m a 16m - hipokampus, medidlni entorhinalni kortex hipokampus (GD), entorhinalni kortex;
(Rorabaugh et al., 2017) vetsina asociovana s plak o
APP (K670N, M671L) R i CESE
TgF344-AD 2019)

PSEN1 (4E9)

neurofibrilarni klubka: 6m a 16m -
cingulatni kortex; nezavisle na pfitomnosti
plaktl (pouze z potkaniho endegenniho
tau, nezdvislé na mutacich lidského tau!)

{Cohen et al., 2013)

APP = amyloid prekurzorowvy protein; GD = gyrus dentatus; HETERO = heterozygoti; HOMO = homozygoti; MRI = magnetic resonance imaging; PSEN1 = presenilin 1; vék: m = mésic,

t=tyden
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Tab. 10. Pfehled kognitivnich deficitd v réiznych tlohach u homozygotnich a heterozygotnich potkant McGill a u transgennich potkan Fischer (TgF344-AD), véetné

uvedenych vékd, ve kterych bylo poskozeni zjisténo. Tmavé edé buriky ukazuji vysledky z nasi studie (Petrasek et al., 2018 — publikace €. 1).

. . . . . Test rozpozndni premisténého . e Strachove .
Model Mutace Morrisovo vodni bludidté Bludi3té tvaru ¥ |Bludisté tvaruT (NOL) a tho [NOR) objek Barnesove bludisté mifiovani Operantni dlohy
aktivni alotetické vizudlni
HOMO: n_m:_”_ﬁ cnm<3_.m._ HOMO: deficit prostorové a vyhybani se mistu: o diskriminace 5
dlouhodobe paméti (3m a e . HOMO: deficit (3m a dotykovou
R - HOMO: rozpoznavaci paméti (3m pouze X

13m); neni deficit ve nepopsane NOR, 13m NOL i NOR) [1ulita =t 2 HOMO: nepopsano ta etal, obrazovkou:
viditelném Omn_.r:__xr_ (13m) oo y R 2014 HOMO: deficit

APP (KE7ON, MET1L)

MeGill APP [VT17F)
HETERQ: uéeni nenaruseno; HETERO: deficit HETERQ: deficit prostorové a
deficitv _u_.oum trial (3m, 6m a |alternace (6m a rozpoznavaci pameéti (3m a 13m -
1 12m; ne 3m) HETERO: NOL 1 NOR) | ta etal., 2014 . . . . HETERO: HETERO:
3., 2017); ale|(Galeano et al,, nepopsano nepotvrzeno (3m, m:._ a 12m - NOR) HETERO: nepopsdne HETERO: nepopsdno nepopsdne nepopsano
nepotwrzeno (3m a 13m) (Lecn
akvizice: mirny deficit (6m, 7m- A, lloha defayed
m:._ 10m-11m a 16m) deficit akvizic n_mﬂ._nn_w _w“_m_.d.am. - nonmatch-to-
neprokazany - . A . S sample :
_u. - v referencni NOR: deficit rozpoznavacd pameti A e e
deficit alternace 4 (10 .pm 13 24m) (Cohen et = . . pomalejii ufeni- .
{9m) [T - _um:._._m i(10m) F m ___:._ a 24m) (Co 1en etal, nepopsano nepopsano _u_.mnn:__:_ pamét nepopsano
I er et al., [2013; Morrone et al., 2019
probe trial: deficit (15m a
APP (KE7ON, METAL) preuteni (reversal): deficit (6m a deficit pracovni 24m-trend) (Cohen et
TgF344-AD N " |16m) (R tal., 2017); paméti (6m, al., 2013; Morrone et al,,
PSENL (2£3) ale 3m_uon,__:m30 (24m - de 12m 3 18m) 2019); ale 3m_uon,__:m30
pouze v reversal probe trial) tal., (12Zm-13ma um:.:
Voorhees et al., 2018
pieuteni (reversal):
deficit (m-trend, 12m-
13m, __m:._ a 24m) (Col
et al,, 2013; Morrone et

APP = amyloid prekurzorovy protein; HETERO = heterozygoti; HOMO = homozygoti; NOL = novel object location ; NOR = novel object recognition ; PSEN1 = presenilin 1; vék: m = mésic
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2.4. Publikace ¢. 2

2.4.1. Material & metody

Zvirata. Mladé dospélé potkani samce kmene Long-Evans s patentovanym komer¢nim
nadzvem Samaritan rat™ (zkrdcené potkan Samaritan) jsme pofidili od firmy Taconic
Pharmaceuticals, USA. Potkani podstoupili jeSté pred dodanim do Laboratotfe Neurofyziologie paméti
nasledujici proceduru (popsanid je téZz vpraci Lecanu et al, 2006). Potkani dostavali
intracerebroventrikuldrni infuzi roztoku, ktery byl aplikovan chronicky po dobu 4 tydni (rychlost
aplikace 2,5 pl/h) pomoci osmotické pumpy voperované pod kiizi na zadech, ktera byla spojena
s permanentni kanylou zasunutou do levé mozkové komory. Infuze pro experimentalni potkany
obsahovala AB1-42 (15 pM) a dvé prooxidativni substance: heptahydrat sulfatu Zeleznatého (1 mM)
a L-butionin-(S, R)-sulfoximin (12 mM), rozpusténé v umélé cerebrospinalni tekutiné. Tyto substance
meély indukovat patologii podobnou AD. Kontrolni zvirata (sham) dostavala infuzi pouze solventu bez
aktivnich substanci. Infuze byla zahajena sedmy tyden po narozeni. Ve véku 8 tydnt byli potkani
transportovani z firmy Taconic Pharmaceuticals do nasi laboratote ve Fyziologickém tstavu AV CR,
kde se nejprve dva tydny aklimatizovali v mistnim akreditovaném zvérinci se stalou vlhkosti
vzduchu, teplotou (22 * 1 °C) a pravidelnym svételnym reZimem 12 h/12 h svétlo/tma. Zvirata byla
chovana ve standardnich chovnych nadobach (44 x 28 x 23 cm) s volnym pristupem k vodé i potravé.
Pfed experimentem byla zvitfata pfivykana na manipulaci experimentatory (handling) po dobu 5 dni
(5-10 min/den). Potkani z obou skupin jsme testovali vZdy ve stiidavém poiadi, abychom vyloucili
vliv cirkadidnnich zmén na jejich vykon. Z ptivodniho poctu 21 potkanti bohuzel dva zemfeli a jeden
musel byt vyloucen zexperimentu zdivodu nestandardniho chovani (anxieta, agrese, snaha
uprchnout z aparatury). Nakonec jsme v nasi studii pouzili 10 kontrol a 9 potkand Samaritan ve véku
11-22 tydn, ktef{ prosli nejprve testem Morrisovo vodni bludisté, a poté tlohou aktivn{ vyhybanf se
mistu s preucenim v kolotocovém bludisti. Design celého experimentu viz v Tab. 11. VSechny
experimenty byly schvaleny mistni komisi pro ochranu zvirat a vyhovély Zakonu na ochranu zvirat

proti tyrani Ceské republiky a smérnicim Evropské unie (2010/63/EU).

Tab. 11. Design experimentu.

Tyden 7 Tyden 8-10 Tyden 11-12 Tyden 20-22 Tyden 22
Kolotocové bludisté

Operace oo , i i isté

P Prljezdlpotkavnu Morrisovo vodni bludisté (aktivni vyhybani se mistu) Odbéry
(Taconic do FGU AV (R, mozkové

Pharmaceuticals akllmatl?ace, Skr}/ty Prqbe Vldlt,emy Habituace | Akvizice | Preuceni tkané
) handling ostrlivek trial ostrivek (2 dny) (5 dni) (5 dni)
USA) (4dny) | (1den) | (1den) Y

Morrisovo vodni bludisté. Pouzili jsme stejnou aparaturu, ktera je popsand vyse
v kap. 2.3.1., pouze s tim rozdilem, Ze voda byla zakalena netoxickou bilou barvou (Primalex, PPG

Deco, CR) a ostriivek byl posledni den testovani viditelné oznacen éernym nastavcem. V této studii
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jsme pouZzili protokol pro testovani dlouhodobé referenéni pameéti: trénink se skrytym ostriivkem
(den 1-4), probe trial bez ostrivku (den 5), tiloha s viditelnym ostrivkem (den 6). Ostrivek byl
v tréninkové fazi stabilné umistén v jednom vybraném kvadrantu a kazdy potkan mél denné 6 plaveb
oddélenych 15-min intervaly, pficemz kaZzdou plavbu startoval potkan zjiného pseudondhodné
vybraného mista po obvodu bazénu. Probe trial sestaval z jedné 60 s trvajici plavby bez ostriivku pro
prokazani uchované pamétové stopy o pozici ostriivku a miie presvédceni potkani o této pozici. Ve
varianté s viditelnym ostriivkem byli potkani vypousténi z riiznych mist a méli celkem 8 plaveb
v 15-min intervalech; ostrivek byl umistén do jiného kvadrantu nez pii tréninku. Testovani
probihalo vtmavé ¢asti dne (mezi 18. a 23. hodinou). Hodnocenymi parametry byly uplavana
vzdalenost a latence k dosazeni ostriivku a v pripadé probe trial ¢as straveny v cilovém kvadrantu

s pivodni polohou ostrivku a priimérna vzdalenost od stiedu bazénu (tigmotaxe).

Koloto¢ové bludisté. Aparatura je popsana vkap. 2.3.1. Potkani byli nejprve 2 dny
habituovani na prostiedi mistnosti a arény (prvni den na stabilni aréné, druhy den na rotujici
aréné). Poté jsme potkany 5 dni testovali v iloze aktivni vyhybani se mistu, pti kterém aréna
rotovala rychlosti 1 otacka/min a zakdzany sektor byl definovdn v ramci stabilniho referen¢niho
ramce mistnosti. Zvirata absolvovala jedno 20-min sezeni denné. V prvni fazi akvizice (den 3-7) si
potkani museli zapamatovat polohu sektoru a vyhybat se mu. Ve druhé fazi pireuceni (reversal, den
8-12) byla poloha sektoru zménéna o 180° a potkani se museli na tuto novou pozici preucit.
Testovani probihalo ve svétlé ¢asti dne (mezi 10. a 18. hodinou). V této tloze jsmé mérili v programu
CM Manager (Bahnik, 2014) pocet vstupt do sektoru, maximalni ¢as mezi dvéma vstupy, ¢as do

prvniho vstupu a nachozenou vzdalenost (lokomoci).

Statisticka analyza. Data z vodniho bludisté se skrytym ostriivkem byla analyzovana pomoci
testu mixed effect ANOVA s opakovanymi faktory ,plavba“ a ,den“, a between-subject faktorem
»skupina“, v programu STATISTICA. Data z varianty s viditelnym ostrtivkem byla analyzovana pomoci
testu dvojcestnd ANOVA s opakovanymi méfenimi, kde ,skupina“ byla between-subject a ,plavba“
within-subject faktor. Na anylyzu dat z probe trial byl pouzit t-test. Data z kolotoCového bludisté byla
vyhodnocena zvlast pro akvizici a zvlast pro preuceni testem dvoucestna ANOVA s opakovanymi
méfenimi; ,den“ jako within-subject faktor a ,skupina“ jako between-subject faktor. V ptipadé
nenormalniho rozdéleni dat (pocet vstupli, maximalni ¢as vyhybani a ¢as do prvniho vstupu) byla
data transformovana prirozenym logaritmem (In). Post hoc analyza byla provedena testem

Newman-Keuls. Signifikance byla uréena na hladiné p < 0,05.

2.4.2. Vysledky

Morrisovo vodni bludisté. Ve fizi tréninku se skrytym ostriivkem uplavali potkani
Samaritan oproti kontrolnim potkanim del$i drahu, nez nalezli ostriivek, coz znaci zhorsenou pamét.
Analyza mixed effects ANOVA (skupina x den x plavba) odhalila signifikantni efekt skupiny
(Fa13) = 12,62; p < 0,05), efekt dne (Fz39) = 4,76; p < 0,05), efekt plavby (Fes5) = 10,57; p < 0,05) a
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interakci skupina*den (Fz39) = 4,41; p < 0,05). Jiné interakce nebyly vyznamné. Celkova uplavana
draha za vSechny plavby pro dany den je ukidzana na Obr. 16A. Draha pro individudlni plavby nenf
znazornéna, ale u obou skupin potkani se v ramci dne sniZovala. Analyza latence nalezeni ostriivku
ukdzala podobné efekty jako uplavana draha, a pro svou vzdjemnou zastupitelnost zde nejsou
vysledky latence prezentovany. V ramci probe trial t-test ukazal, Ze potkani Samaritan stravili méné
Casu v cilovém kvadrantu nez kontroly (T(,16) = 10,13; p < 0,05). Na grafu v Obr. 16B lze vidét, Ze
kontrolni potkani travili v cilovém kvadrantu vice ¢asu nez ndhodné plavajici potkan (> 15 s),
zatimco u potkand Samaritan byl ¢as pod touto hodnotou. Potkani Samaritan ziejmé zvolili $patnou
vyhledavaci strategii, a vizualni pozorovani naznacovala mirnou preferenci opacného kvadrantu (zde
se nachdzela startovni pozice) a vyssi tigmotaxi. Tu jsme potvrdili i statistickou analyzou pomoci
t-testu (méfreno jako primérna vzdalenost potkana od stfedu nadrze) prokazujici, Ze potkani
Samaritan travili vice ¢asu na periferii (T(1,16) = 2,78; p < 0,05). V uloze s viditelnym ostrivkem
(Obr. 16A) dvoucestna ANOVA (skupina x plavba) neodhalila signifikantni efekt skupiny v uplavané
draze kostrivku (F,14) = 3,44; p > 0,05), ale ukazala signifikantni efekt plavby (F798) = 3,21;
p < 0,05). Vizualné jsme pozorovali u potkanti Samaritan horsi vykon v pocatecnich plavbach, nez se
prizpisobili novym pravidlim ulohy; interakce skupina*plavba vs$ak nevysla signifikantné. Podobné

vysledky jsme ziskali téz analyzou latence nalezeni ostriivku (neukazano).

Morrisovo vodni bludisté

A Uplavana vzdalenost
k ostravku

Preference
cilového kvadrantu

W

16 - o5
14 * B Samaritan c B Samaritan
£ O Kontrola o |0 Kontrola | .
— o 20 T
%12 g
: 2 i
o 10 = 1) Sp— £ S N
®© “G>J
(8]
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& 4 ]
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| N DO NN NN R S —
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0 0]
do1 do2 do3 do4 do6 O dos
Skryty ostrivek Viditelny ostravek Probe trial bez ostrivku

Obr. 16. Morrisovo vodni bludisté. (A) Uplavana vzdalenost k ostrivku. BEhem akvizice se skrytym ostrlvkem
ve stabilni pozici (den 1-4) byli potkani Samaritan vyznamné horsi a jejich vykon se v pribéhu tréninku
nezlepsoval. Test s viditelnym ostrlvkem (den 6) ukazal, Ze potkani z obou skupin méli motivaci a byli fyzicky
schopni doplavat k ostrivku. Graf naznacuje, Ze potkani Samaritan uplavali k ostravku delsi drahu, ale rozdil
neni statisticky vyznamny (n.s.). (B) Probe trial s odebranym ostrlivkem (1 plavba v den 5) byl proveden po
4-dennim tréninku a pred ulohou s viditelnym ostrivkem. Potkani Samaritan stravili v cilovém kvadrantu méné
Casu nez kontrolni potkani, coz naznacuje poskozeni paméti nebo prostorové navigace. Jejich ¢as je pod hranici
nahodné hodnoty (15 s, pferusovana ¢éara). Sloupce ukazuji prdméry skupin + SEM. d = den testu; *p < 0,05
(t-test na zprimérovanych datech)
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Kolotocové bludisté. Ve fazi habituace (Obr. 17, na panelech vlevo) nebyl v nachozené
vzdalenosti (Obr. 17A) detekovan zadny efekt skupiny (F(1,15) = 2,35; p > 0,05), ukazal se vSak
signifikantni efekt dne (F(1,15) = 4,74; p < 0,05), kdy zvirata nachodila vice metrii druhy den na rotujici
aréné. Analyza neodhalila vyznamnou interakci skupina*den. Parametry prostorové navigace jsme
v habituaci nehodnotili, protoze potkani nedostavali elektrické ranky, a neméli tedy divod se
vyhybat. V akvizici (Obr. 17, na panelech uprostfed) se nachozend vzdalenost mezi skupinami
nelisila (Fi1,169 = 1,84; p > 0,05), dvoucestndA ANOVA vSak odhalila signifikantni efekt dne
(F64) = 3,09; p < 0,05) a signifikantn{ interakci skupina*den (Fae4) = 4,43; p < 0,05). Post hoc test
Newman-Keuls odhalil, Ze kontrolni potkani postupné zvySovali nachozenou vzdalenost v Case,
zatimco potkani Samaritan méli stabilni lokomoci ve vSech testovacich dnech akvizice (Obr. 17A).
Pfi prohliZeni dat jsme si vSimli, Ze nékteré kontroly vykazovali béhem prvniho dne akvizice pasivni
chovani, ale s postupem c¢asu tuto strategii opoustéli a nakonec se vSichni sektoru uspésné vyhybali.
U potkand Samaritan bylo pasivni chovani na zacatku vzacnéjsi, presto si nékolik potkand tdlohu
neosvojilo, a ispésné se vyhybali jenom néktefi z nich. Analyza maximalniho ¢asu mezi dvéma vstupy
(Obr. 17B) odhalila efekt dne (F(4,64) = 16,19; p < 0,05), ale ne efekt skupiny (F(1,16) = 1,79; p > 0,05);
interakce skupina*den byla statisticky vyznamna (Fues = 5,70; p < 0,05). Post hoc test ukazal
signifikantni narlst posledni tfi dny akvizice (p < 0,05), ktery byl dan pfedevSim vykonem
kontrolnich zvitfat, nebot potkani Samaritan vykazovali krat$i maximalni ¢as vyhybani (p < 0,05).
Analyza poctu vstupli do sektoru (Obr. 17C) ukazala podobné vysledky: signifikantni efekt dne
(Fas6) = 30,90; p < 0,05), ale ne skupiny (F1,14) = 2,93; p > 0,05), signifikantn{ interakce skupina*den
(Fase) = 3,02; p < 0,05). Post hoc analyza odhalila nizsi pocet vstupt posledni tfi dny akvizice oproti
prvnim dvéma dnim (p < 0,05), coZ bylo opét ddno lepsim vykonem kontrolnich zvirat oproti
potkaniim Samaritan (p < 0,05). Dvoucestnd ANOVA provedena na case do prvniho vstupu (Obr.
17D) odhalila signifikantni efekt dne (F4,64) = 9,85; p < 0,05) a interakci skupina*den (Fe4) = 3,26;
p < 0,05); efekt skupiny byl ve formé trendu (F(1,16) = 3,98; p = 0,06), coZ mohlo byt dano vysokou
varianci v datech. Post hoc test na ¢asu do prvniho vstupu ukazal, Ze pamét se zlepSovala vyraznéji
kontrolnim potkaniim ve srovnani s potkany Samaritan; nicméné byla zde velka variabilita v rdmci
skupiny. Vysledky vSech prostorovych parametrt tedy ukazuji, Ze modelova zvirata byla v akvizici
horsi nez kontroly. Béhem preuceni (Obr. 17, na panelech vpravo) nebyl patrny signifikantni efekt
skupiny v Zddném ze sledovanych parametrd (p > 0,05). Potkani Samaritan tedy nachodili podobnou
vzdalenost jako kontroly (Obr. 17A), coZ naznaCuje, Ze se jiz prizplsobili Gloze a nevykazovali
znamky poskozeni lokomoce. Zhlediska kognitivnich parametrti odhalila dvoucestna ANOVA
signifikantni efekt sezeni v maximalnim ¢ase mezi dvéma vstupy (Fe0) = 6,17; p < 0,05; Obr. 17B) a
v poctu vstupl do sektoru (F,44) = 14,59; p < 0,05; Obr. 17C), ale ne v ¢ase do prvniho vstupu
(Obr. 17D). Neodhalila vsak signifikantni efekt skupiny, ani interakci v zadném z téchto parametrd,
prestoZe grafy naznacuji lepsi hodnoty u kontrolnich zvirat. Post hoc analyza poctu vstupti do sektoru
ukazala, Ze v prvnim sezeni pireuceni vykazovali potkani horsi vysledky nez v nasledujicich dnech.

Cas do prvniho vstupu vykazoval velkou variabilitu a Zadny faktor nevysel signifikantné.
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Kolotocové bludisté

A ” Lokomoce B Maximalni ¢as vyhybani
T B Samaritan ,JOOO -@- Samaritan % -
= O Kontrola < -0 Kontrola ;%
g g 800 *
c e Iy
L) = %.'
o]
3 S 300
= @ K
2 S 400

[=
S £ 200 1
b ©

=

0
d01 d02  d03 d04 d05 d0B dO7  d08 d09 d10 di1 di2 01 do2  d03 d04 d05 doB d07  dOB d09 d10 di1 di2
Habituace Akvizice Preuceni Habituace Akvizice Preuceni

@
O

Pocet vstupii do sektoru Cas do prvniho vstupu

500

2 35 -8 Samaritan n —-&- Samaritan
% 30 - Kontrola é_ 400| - |- Kontrola
] w H
o 25 > !
o 20 2 300 ;
L] H
2 k=
2 s /
2 15 g 200 )
- o
2 10 A (} © ¢
o N 100

~ o
o '@.Q O

0 -
do1 doz2 d03 d04 dO5 d06 dO7 do8 do9 d10 d11 d12 do1 do2 d03 do4 do5 do6 do7 do8 dog d10 d11 d12
Habituace Akvizice Preugeni Habituace Akvizice Preuceni

Obr. 17. Kolotoc¢ové bludiété. Uloha byla rozdélena na dvé sezeni habituace (den 1-2), akvizici (den 3-7) a
preuceni (den 8-12). (A) Celkova nachozena vzdalenost je méritkem lokomocni aktivity. V habituaci nebyl rozdil
mezi skupinami signifikantni, ale lokomoce vzrostla druhy den habituace na rotujici aréné oproti habituaci na
stabilni aréné prvni den. V akvizici efekt skupiny také nebyl signifikantni, ale u kontrolnich zvifat lokomoce
stoupala, zatimco u potkan( Samaritan byla stabilni (signifikantni interakce skupina*den). Ve fazi preuceni jiz
nebyl patrny Zadny rozdil mezi skupinami. (B) Maximalni ¢as vyhybani urcuje nejdelsi periodu Uspésného
vyhybani se sektoru v ramci sezeni. Opét se neukazal signifikantni efekt skupiny, ale byla vyznamna interakce
naznacujici pomalejsi uceni u potkan Samaritan béhem akvizice. V preuceni nevysel signifikantné ani efekt
skupiny, ani interakce skupina*den, ackoli graf naznacuje podobny trend. (C) Pocet vstupl do sektoru je dalSim
méfitkem schopnosti se vyhybat. Rozdil mezi skupinami opét nebyl signifikantni, ale vyznamna interakce
skupina*den indikuje pomalejsi uceni a horsi konecny vykon u potkant Samaritan béhem akvizice. V preuceni
patrna tendence k vy$$im hodnotdm poctu chyb u potkanG Samaritan zGstala nesignifikantni. (D) Cas do
prvniho vstupu do sektoru je méritkem dlouhodobé paméti mezi sezenimi. Rozdil mezi skupinami byl pouze ve
formé trendu a signifikantni interakce skupina*den opét ukazuje na horsi vykon na konci akvizice u potkant
Samaritan. Ve fazi pfeuceni nebyl patrny Zadny signifikantni rozdil, coZ mdZe byt dano velkou varianci v ramci
skupin. Krouzky a sloupce ukazuji prdméry skupin + SEM. d = den testu; *p < 0,05 (t-test na zprimérovanych

datech); n.s. = nesignifikantni vysledek
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2.4.3. Diskuze

Potkani Samaritan vykazovali naruSené wuceni a poSkozenou dlouhodobou pamét.
V Morrisové vodnim bludisti si nedokazali uc¢inné zapamatovat polohu skrytého ostrivku a
efektivné jej nalézt. Oproti kontrolnim potkantim se v priibéhu nezlepsovali (k nalezeni ostrivku
potfebovali vice c¢asu a uplavali delsi drahu) a ptiplavbé probe trial bez ostrivku
nepreferovali cilovy kvadrant, ve kterém byl ptivodné ostriivek umistén. K netispéchu mohla prispét
i vy$si anxieta (tigmotaxe). Proceduralni poSkozeni jsme nepozorovali, potkani nachazeli viditelné
oznaceny ostrivek rychle, podobné jako kontroly. Lecanu a kol. sledovali ve vodnim bludisti pouze
efekty experimentalni manipulace na vybaveni vzpominek ziskanych jesté pred chirurgickym
zakrokem (Lecanu et al,, 2006), zatimco naSe experimenty zahrnovaly proSetfeni schopnosti uceni,
(presnosti) vybaveni si vzpominky v probe trial a zvladani proceduralnich aspektt ulohy jiz
u pripravenych modelovych zvirat.

Uloha aktivni vyhybani se mistu v koloto¢ovém bludisti rovnéz ukazala naru$ené uéeni a
kognitivni koordinaci, coZ je u tohoto modelu nové zjisténi. Béhem akvizice se potkani Samaritan
polohu zakadzaného sektoru ucili, ale pomaleji neZ kontroly, a treti aZ paty den akvizice méli vyssi
pocet vstuptli do sektoru a kratsi maximalni ¢as mezi dvéma vstupy. Latence do prvniho vstupu byla
signifikantné rozdilnd pouze paty den akvizice, kdy kontrolni potkani vyrazné zvysili latenci oproti
predchozim dnlim, zatimco u potkand Samaritan byla stale na nizké drovni. Tento horsi vykon nelze
vysvétlit odliSnou lokomoci, ktera byla signifikantné rozdilna pouze prvnf den akvizice, kdy ale nebyl
rozdil vkognici, a ostatni dny se mezi skupinami neliSila. U kontrolnich potkant nachozena
vzdalenost s ¢asem rostla, s tim, jak si postupné osvojovali tilohu a vyuzivali aktivni strategii reSeni
ulohy. Potkani Samaritan oproti tomu vykazovali stabilnf a pomérné vysokou lokomoci kazdy den,
nicméné v osvojeni tlohy nedosahli trovné kontrol. Lokomoc¢ni aktivita nebyla rozdilnd ani béhem
habituace, ktera akvizici predchazela. Béhem habituace se potkani pohybuji nenucené, coZ je
analogické spontanni lokomoci v testu otevieného pole, a v tomto pripadé nebylo odhaleno Zadné
velké motorické posSkozeni. Deficit kognitivni koordinace pozorovany u modelovych potkani
Samaritan dobte odrazi poskozeni i u lidskych pacienti s AD. Meta-analyza autori Ben-David a
kolegti ukazuje narusené zpracovani vicecetnych proudd informaci (selektivni pozornost) u pacientti
s AD pii Stroopové testu (Ben-David et al, 2014), ktery lze povaZovat za analog ulohy aktivni
vyhybani v kolotoCovém bludisti u potkant (viz Kkapitolu 1.1.2.). Nase pozorovani u potkand
Samaritan lze vysvétlit i obecnéjSim posSkozenim prostorové navigace a paméti, které jsme pozorovali
i ve vodnim bludisti a které samo o sobé stac¢i ke snizen{ vykonu v kolotocovém bludisti. Kognitivni
koordinace bohuzel dosud nebyla u animalnich modelt AD zkoumadna, takze rozklicovat odpoveéd
neni snadné a otazka zlistava oteviena pro dalsi studie.

Nasledna faze preuceni (reversal) se zménénou polohou sektoru neprokazala u potkant
Samaritan vyznamné naruSenou kognitivni flexibilitu. Prestoze grafy naznacuji zhorSeni oproti

kontroldm (vyssi pocet vstupd a nizs$i maximalni ¢as mezi dvéma vstupy), rozdily mezi skupinami
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nevysly signifikantné, coz miZe byt dino pomérné velkou variabilitou v ramci skupiny. Zjisténi je
obtizné interpretovat. Je mozné, Ze pro potkany Samaritan byla tato fize ve skute¢nosti jednodussi,
pokud si nepamatovali ptivodni polohu sektoru (neméli se co pireucovat), neZ pro kontrolni potkany,
ktefi méli predchozi polohu sektoru dobie zafixovanou. Lokomoce ve fazi preuceni byla opét

srovnatelna u obou skupin.
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2.5. Publikace ¢. 3

2.5.1. Material & metody

Zvirata. Ve studii jsme pouzili celkem 47 samcl potkani kmene Wistar/Hann (Velaz Ltd.,
CR). Potkani byli chovani ve skupindch po 2-3 jedincich ve standardnich priihlednych chovnych
nadobach (44 x 28 x 23 cm) s potravou a vodou ad libitum, ve vétrané mistnosti s teplotou 22 °C a
12/12-hodinovym cyklem svétlo/tma. Potkani byli nejprve chovani ve zvérinci Psychiatrického
centra Praha, kde byl pripraven model, a pozdéji byli prevezeni do chovného zatizeni Fyziologického
tistavu AV CR. Po aklimatizaéni periodé byli 5 dni (5-10 min denné) ptivykani na experimentatory
(handling) a poté testovani v baterii behavioralnich uloh. VSechny experimenty byly schvaleny mistni
komisi pro ochranu zvifat a vyhovély Zakonu na ochranu zvifat proti tyrani Ceské republiky a
smérnicim Evropské unie (2010/63/EU).

Piiprava modelu. Celkem 6 samic svrhy bylo chovano individudlné ve standardnich
chovnych nadobach. Mlad’atiim samciho pohlavi (9 zvirat/vrh) byl denné aplikovan LPS (pochazejici
z Escherichia coli, serotyp 026:B6, Sigma-Aldrich) vdavce 2 mg/kg (skupina ,LPS“), nebo
ekvivalentni mnozZstvi fyziologického roztoku (skupina ,kontroly“). LPS byl podavan
intraperitonedlné (i.p.) 5.-9. den po narozeni. Sourozenci byli ndhodné rozdéleni do skupin tak, aby
byl jejich pomér v ramci vrhu vyvazeny. Mlad’'ata byla odstavena od matek ve véku 28 dni.

Kolotocové bludisté. V experimentu jsme pouzili stejnou aparaturu, jako je popsana
vkap. 2.3.1. Otestovali jsme 23 LPS a 24 kontrolnich potkand ve véku 3 mésice (hmotnost
350-450 g). Kazdy potkan mél denné jedno sezeni na rotujici aréné, které trvalo 20 min a probéhlo
ve svétlé ¢asti dne (mezi 10. a 18. hodinou). V tloze aktivni vyhybani se mistu (akvizice) trvajici
5 dni (AKV1-5) se museli potkani vyhybat zakdzanému sektoru stabilnimu v ramci mistnosti.
V nasledné 5-denni (REV1-5) fazi preuceni (reversal) byla pozice sektoru otocena o 180° a potkani
si museli zapamatovat tuto jeho novou polohu. BEhem preuceni navic polovina zvirat z kazdé skupiny
dostavala 30 min pred sezenim ip. injekci MK-801 (dizocilpin; Sigma-Aldrich, CR) v davce
0,08 mg/kg jako dodatec¢nou zatéz vyvolavajici akutni psychézu. Druhd polovina zvifat obdrzela
fyziologicky roztok (Fyz) jako kontrolu, ¢imz vznikly celkem 4 skupiny: Kontrola + Fyz (n = 10),
LPS + Fyz (n = 9), Kontrola + MK-801 (n = 10), LPS + MK-801 (n = 10). Nizkou davku MK-801 jsme
zvolili z diivodu, aby latka nezpisobila velky kognitivni a proceduralni deficit u vSech zvirat, ale
abychom mohli detekovat potencidlni poSkozeni indukované MK-801 pouze u LPS zvirat
V koloto¢ovém bludisti jsme hodnotili pocet vstupi do sektoru, maximalni ¢as mezi dvéma vstupy a
nachozenou vzdalenost (lokomoci) za pouziti software CM Manager (Bahnik, 2014). Béhem kaZdého
sezeni jsme zaroven nahravali ultrazvukovou vokalizaci (mikrofon Ultramic 250K, Dodotronic, Italy)
jako méritko emocniho stavu zvirat. Audacity 2.1.2 software slouZzil k nahravani i nasledné offline
analyze pritomnosti anxiozni vokalizace na frekvenci kolem 22 kHz (viz ptiklad na Obr. 19C). Ve fazi
pireuceni jsme analyzovali data pouze od 39 jedincli, u zbylych zvirat byla data znehodnocena

technickou zavadou.
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Statisticka analyza. S pouzitim software IBM SPSS Statistics jsme parametry méiené
v koloto¢ovém bludisti pocitali pomoci testu trojcestnd ANOVA s opakovanymi mérenimi. ,Skupina“
(LPS x kontroly), a v preuceni navic ,medikace” (MK-801 x fyziologicky roztok), predstavovaly
between-subject faktor a ,sezeni” (AKV1-AKV5, v preuceni REV1-REV5) jako within-subject faktor.
Akvizice a preuceni byly hodnoceny dvéma nezavislymi analyzami. Nékterd data musela byt
transformovana (pocet vstupi do sektoru logaritmicky, maximalni ¢as vyhybani druhou
odmocninou), aby dosdhla parametrickych predpokladd. Ultrazvukova vokalizace v kolotoCovém
bludisti byla hodnocena testem generalized estimating equations (GEE). Signifikanci jsme akceptovali

pfip <0,05.

2.5.2. Vysledky

Kolotocové bludisté. V akvizici se pocet vstupl do sektoru skazdym dalSim sezenim
vyznamné snizoval (Fu,172) = 153,747; p < 0,001; Obr. 18A). Repeated planned contrasts ukazaly
signifikantni pokles mezi kazdymi dvéma po sobé jdoucimi dny (Tab. 12), coZ znactni UspéSné
osvojeni si ulohy. Nebyl v8ak patrny rozdil mezi skupinami (F(1,43) = 1,305; p = 0,260), LPS potkani se
tedy ulohu naucili stejné dobte jako kontroly. V pripadé maximdalniho ¢asu mezi dvéma vstupy bylo
také viditelné zlepSeni napri¢ sezenimi (F4,172) = 85,477; p < 0,001; Obr. 18B) a repeated planned
contrasts odhalily narist téméf mezi vSemi sezenimi (Tab. 13), coZ podporuje pfedchozi tvrzeni. Ani
vtomto parametru vSak nebyl vyznamny efekt LPS (F143) = 1,070; p = 0,307). Lokomoce byla po
celou dobu akvizice na velmi stabiln{ drovni (F4,172) = 0,548; p = 0,700; Obr. 18C), a to u obou skupin
(Faa3) = 0,387; p = 0,537); interakce skupina*sezeni rovnéz nevysla signifikantné (F(1,172) = 0,186;
p = 0,945). Zménu polohy sektoru se v dalsi fazi tlohy potkani preucili dobie. Mezi sezenimi bylo
vidét vyznamné zlepSovani v poctu vstuptli do sektoru (Fs132) = 55,686; p < 0,001; Obr. 18A), které
potvrdily repeated planned contrasts mezi prvnimi Ctyimi sezenimi (Tab. 14). Efekt LPS
(Fa33 = 0,056; p = 0,815), ani medikace MK-801 (F(33) = 0,198; p = 0,659) vSak nevySly
signifikantné. Analyza prokazala také signifikantni nartist maximalniho ¢asu mezi dvéma vstupy
(F,132) = 19,149; p < 0,001; Obr. 18B) a prestoZe repeated planned contrasts odhalily signifikantni
narlst pouze mezi prvnim a druhym sezenim (Tab. 15), tento trend pokracuje i mezi dalSimi
sezenimi, navic hodnoty byly jiZ od pocatku vysoké. Rozdil mezi LPS a kontrolnimi potkany
(Fa,33)=0,282; p=0,599), a stejné tak vliv MK-801 (F(1,33)=0,731; p = 0,399), vSak nebyly vyznamné.
Analyza odhalila signifikantni efekt sezeni na nachozenou vzdalenost (F4,132) = 7,391; p < 0,001) a
efekt medikace (F(1,33) = 11,444; p = 0,002), kdy potkani po MK-801 nachodili delsi vzdalenost nez ti
s fyziologickym roztokem (Obr. 18C). Efekt LPS vSak vyznamny nebyl (F(1,33) = 0,425; p = 0,519) a
analyza neprokazala signifikanci ani vinterakcich skupina*sezeni (Fu,132) = 1,562; p = 0,188),
skupina*medikace (F(1,33) = 0,102; p = 0,751) a skupina*medikace*sezeni (F(1,33) = 0,611; p = 0,440).
Nicméné odhalila vyznamnou interakci medikace*sezeni (F4,132) = 2,920; p = 0,024), ktera zrejmé

vysvétluje i vyznamny efekt medikace jako takové. Pomoci simple effects analyzy jsme upresnili, Ze

92



v

lokomo¢ni aktivita byla u potkanti po MK-801 vyssi neZ u kontrol v prvnim a tfetim sezeni, tj. REV1
(Fa36) = 8,746; p = 0,006) a REV3 (F(1,36) = 5,452; p = 0,025), avsak ne v ostatnich sezenich, REV2
(F(1,36) = 1,574; p= 0,2 18), REV4 (F(1_36) = 1,166; p= 0,288) aREV5 (F(1_36) = 0,017; pP= 0,896).

Kolotoéové bludisté Tab. 12. Repeated planned contrasts pro pocet
vstupl do zakdzaného sektoru v akvizici (AKV).

A Poéet vstupt do sektoru

451 |0 Kontroly O Kontrola + Fyz j Zdroj df Error df F P

40| [W LPS W LPS + Fyz 1 AKV1-AKV2 | 1 43 51,424  <0,001%***
F = 85 % sezeni Kontrola + MK-801 | |
S22 3 B LPS + MK-801 | | AKV2-AKV3 | 1 43 100,420 < 0,001%**
B < f =
=2 5 Tl AKV3-AKV4 | 1 43 6,822 0,012+
D il
s 13 Y AKVA4-AKVS5 | 1 43 16,386  <0,001***
a N

N PR e . *p < 0,05; ***p < 0,001
Ilin I&Nisusn‘ P P

B Maximalni &as vyhybani Tab. 13. Repeated planned contrasts pro

P - maximalni ¢as mezi dvéma vstupy v akvizici (AKV).
151 : 1 Zdroj df  Error df F p

3 £ - | ‘§ % AKV1-AKV2 | 1 43 53,08  <0,001%**

£2 I AKV2-AKV3 | 1 43 40,047  <0,001***
I | B | BN | BRE |

EZ G NN B AKV3-AKV4 | 1 43 0,331 0,580

®E 9 SHINERIAG

=% SN MY AKV4-AKV5 | 1 43 7,508 0,009**

| NN N NLR SR
0 DN | BRE | BN | BN | BN p<0,01; p <0,001

Y Y U, T, R, R B R R
+L,+[;34‘%4‘%+% 6},7 @Le @L@ 6}’? 6\%\

C Lokomoce Tab. 14. Repeated planned contrasts pro pocet
. * sezeni
§ gg ___ kmedkace ] vstupl do zakdzaného sektoru ve fazi pfeudeni
% 70 1 (reversal; REV).
© 60 I ® 4
5~ 50 { R Zdroj df  Error df F p
o E 40 NN NN B
& 30 N NN REVI-REV2 | 1 33 34,545  <0,001%**
N 20 N | RS | B 3 3
2 ot § § § § § REV2-REV3 | 1 33 14,194  <0,001%**
Q
3 0 REV3-REV4 | 1 33 10,32 0,003**

i S, S, S, S

2 5 e e S 7 e e e W REV4-REV5 1 33 0,059 0,809

Akvizice Preuceni *¥p < 0,01; ***p < 0,001

Obr. 18. Kolotocové bludisté. Postupné zlepSovani bylo

patrné v poctu vstupl do sektoru (A) i v maximalnim

Tab. 15. Repeated planned contrasts pro
Case mezi dvéma vstupy (B). V kognici jsme vsak o . .

maximalni ¢as mezi dvéma vstupy ve fazi preuceni
nepozorovali zadné rozdily mezi LPS skupinou a

(reversal; REV).

kontrolami ani béhem akvizice, ani ve fazi preuceni, a

L, L Y i Zdroj df  Error df F p
ani vyznamny vliv MK-801. Lokomocni aktivita (C) také
o ) o _ REVI-REV2 | 1 33 10,271 0,003**
nebyla ovlivnéna LPS, avsak akutni aplikace MK-801 ji
o . T REV2-REV3 | 1 33 3,472 0,071
zvysila, a to zejména na zacatku faze preuceni. Efekt
) ) ) )  REV3-REV4 | 1 33 3,567 0,068
sezeni byl také statisticky vyznamny. Sloupce ukazuji
REV4-REV5 1 33 0,307 0,583
prdméry  skupin +* SEM. AKV = akvizice; **p < 0,01

Fyz = fyziologicky roztok (kontrolni aplikace);
REV = reversal; *p < 0,05
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Ultrazvukova vokalizace v kolotoc¢ovém bludisti. Vyhodnocovali jsme také anxiézni
22-kHz vokalizace, které potkani vydavali béhem sezeni v koloto¢ovém bludisti. ProtoZe byl vystup
bindrni (vokalizace pritomna/neptitomnd; Obr. 19A), pouzili jsme pro analyzu generalized
estimating equations (GEE). Prislu$nost ke skupiné (LPS nebo kontroly) spolu s po¢tem vstupt do
sektoru byly pouzity jako indikator vyskytu vokalizaci. Predpokladali jsme, Ze anxiézni vokalizace
byly diisledkem chyb vedouci k obdrzeni elektrickych ranek, a ne naopak (pro zjednoduseni jsme
opomenuli ptipadné zpétnovazebné efekty anxiety na vykon). Analyzovali jsme kazdy den akvizice a
pireuceni oddélené. Zjistili jsme, Ze ve tiech sezenich v akvizici (AKV1, AKV2 a AKV3) a dvou sezenich
v preuceni (REV1 a REV2) byla vokalizace nezavisla na poctu vstupt do sektoru i na skupiné (LPS vs.
kontroly), avSak v ostatnich sezenich jiZ zavislost vyvstala. U kontrolnich zvirat pritomnost vokalizaci
zavisela na poctu vstupli do sektoru (coz zirejmeé reflektovalo rostouci frustraci z netispésného reseni
ulohy), zatimco LPS potkani izkostné vokalizovali nezavisle na poctu vstupti do sektoru (vokalizovali
i kdyZ chybovali malo; Obr. 19B). Ani medikace MK-801, ani interakce zahrnujici medikaci vyznamné
nepredpovidaly vokalizace, proto jsme je do findlniho modelu nezahrnuli. Analyza odhalila v akvizici
ve ¢tvrtém sezeni AKV4 signifikantni interakci skupina*vstupy (x*(2) = 6,770, p = 0,034), konkrétné
kontrolni potkani vydavali vice vokalizace, pokud byl pocet vstupli vysoky (odds ratio, OR = 1,150,
p = 0,017), coZ ale neplatilo pro LPS potkany. Wald statistika ukazala, Ze podobny trend nastal i paty
den akvizice AKV5 (x*(2) = 5,920, p = 0,052), kdy kontrolni potkani opét vice vokalizovali pfi vy$$im
poctu vstupd (OR = 1,241, p = 0,021), ale ne LPS potkani. Pfi preuceni byl narist vokalizace pti
vétSim poctu vstupli do sektoru patrny u obou skupin, ackoli u kontrolnich potkant
pravdépodobnost (odds) vokalizace stoupala s mnozstvim vstupti vice nez u LPS zvirat s vice vstupy.
Ve tfetim sezeni preuceni REV3 vysla signifikantni interakce skupina*vstupy (x*(2) = 14,386,
p = 0,001). Potkani z kontrolni i LPS skupiny vokalizovali s vétSi pravdépodobnosti, kdyz pocet
vstupl vzrostl (Kontroly: OR = 1,213, p = 0,015; LPS: OR = 1,37, p = 0,001). VREV4 byl trend
podobny, tj. signifikantni interakce skupina*vstupy (x*(2) = 7,905, p = 0,019). Kontrolni i LPS
skupina vykazovaly vys$$i pravdépodobnost vokalizace pri vys$Sim poctu vstupd (Kontroly:
OR=1,324, p = 0,038; LPS: OR = 1,284, p = 0,014). Posledni den ulohy byla pravdépodobnost vyssi
pouze u kontrol (OR = 1,331, p = 0,042).

Zavérem lze ¥ici, Ze v kognitivnim vykonu jsme mezi skupinami nenasli vyznamny rozdil.
Zaroven jsme nenasli ani rozdil v celkové vokalizaci, ovSem kdyZ jsme vzali v ivahu prislusnost ke
skupiné a vstupy do sektoru, signifikantni rozdil vyvstal. Kontrolni potkani vokalizovali s vétsi
pravdépodobnosti, kdyZ vice chybovali, a to v pozdéjsich sezenich akvizice i pfeuceni. U LPS potkant
jsme tento vztah pozorovali pouze ve dvou sezenich v preuceni. To znamenda, Ze emocionalni
odpovéd, indikovand anxiézni vokalizaci, se vztahovala knetspéSnému fteSeni tulohy pouze

u kontrolni skupiny zvirat, ale LPS potkani vokalizovali anxi6ézné, i kdyz tlohu uspésné fesili.
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Kolotocové bludisté: ultrazvukova vokalizace

S
[
+ O
o< [ >< [ >< [ >< [ >=<
oI =XI=I=<[|>=<[>=
3 £S
=)
1l ~
£
Eﬂ_ =
I= ®
N — s
+ o
S<
kS
2 > [ o< | o< | o< | o<
=< [ >=<>=<|>=1>=
:H_-: N—r:
>~
Lo
+ 1
e
o
= = |
~ = | o< | o< | b<| o<
i > I > | > [ > | ><
(=
0 -
EI i
=]
=
+ =
=
o
—
<[ >< | < [ >< | ><
< [ ><[>< [ ><|><
ﬂ? i+ i? i? i? 4%~4k 4& ®9 %?
LM Ty T Ty LS Sy
C Priklad 22-kHz ultrazvukoveé vokalizace
30 kHz
25 kHz | \¥
1s
20 kHz ——

B

Vstupy do sektoru  Vstupy do sektoru  Vstupy do sektoru

Vstupy do sektoru

Vstupy do sektoru

o

AKV 1

O Kontroly
HLPS }

M M)
AKV 2

X _M)
AKV 3

AK
OR=1.24

7 STaaw ;)

Vstupy do sektoru Vstupy do sektoru  Vstupy do sektoru Vstupy do sektoru

Vstupy do sektoru

20
15
10

20
15
10
5
0

REV 1

RE
OR=1.32

OR=[1.28

e )

REV 5
OR =1.33

=

X )

|,&x Nevokalizujici potkani ) Vokalizujici potkani|

Obr. 19. Ultrazvukova vokalizace v kolotocovém bludisti. (A) Pfitomnost nebo absence anxidzni ultrazvukové
vokalizace, mérené béhem sezeni v koloto¢ovém bludisti. Sloupce reprezentuji sezeni v akvizici (AKV) a fazi
preuéeni (reversal, REV); fadky reprezentuji individudIni zvifata. Seda burika znaci, Ze potkan béhem sezeni
vydaval 22-kHz vokalizaci, zatimco bild burika znamena absenci Uzkostné vokalizace. Krizek v burice naznacuje,
Ze data z toho sezeni byla ztracena kvuli technické zavadé. (B) U kontrolnich zvitat bylo vydavani anxidznich
zvuk( zavislé na poctu vstupl do sektoru, pravdépodobné jako reakce na obdrzeni mirného elektrického Soku.
Naproti tomu LPS potkani vokalizovali anxiézné bez ohledu na Uspéch nebo neuspéch pfi feSeni ulohy, a tento
vzorec byl patrny predevsim v pozdéjsich sezenich akvizice i pfeuceni. Grafy ukazuji odds ratio (OR), tj. pomér
pravdépodobnosti vokalizace zavislé na poctu vstupl. Data jsou ukdzana jako prlméry + SEM. (C) Pfiklad

anxidzni vokalizace na frekvenci 22 kHz. AKV = akvizice; Fyz = fyziologicky roztok (kontrolni aplikace); OR = odds

ratio; REV = reversal (preuceni)
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2.5.3. Diskuze

K ovéreni kognitivnich dovednosti potkand, kterym byl c¢asné postnatidlné opakované
aplikovan LPS, jsme pouzili tlohu aktivni vyhybani se mistu v koloto¢ovém bludisti, ktera je na
testovani animalnich modeld schizofrenie vhodna (Petrasek et al., 2009; Stuchlik et al., 2004a, 2013).
Potkani vSak v ¢asné dospélosti nevykazovali zndmky poSkozené kognitivni koordinace a prostorové
paméti. Méli srovnatelny pocet vstupd do zakazeného sektoru i maximalni ¢as mezi dvéma vstupy
jako kontrolni zvirata, kterym byl ¢asné po narozeni podan pouze fyziologicky roztok. Obé skupiny se
béhem akvizice tlohy zlepSovaly a posledni den se sektoru vyborné vyhybali: za celé sezeni méli
pouze kolem 5 vstupli do sektoru a maximalni ¢as vyhybani priblizné 12 min z celkového 20-min
sezeni. Lokomoce byla u obou skupin srovnatelnd a stabilni naptic dny.

U modelovych zvirat jsme také ovétili kognitivni flexibilitu ve fazi preuceni (reversal) se
kromé neposkozené kognitivni koordinace a prostorové orientace také schopnost preucit se ptivodni
prostorové vztahy mezi orienta¢nimi znackami a sektorem na nové a nelpét na predchozi vzpomince
(neperseverovat). U poloviny zvirat jsme navic aplikovali pred kazdym sezenim dizocilpin (MK-801),
psychotomimetikum, které u laboratornich zvirat simuluje akutni psychézu (Bubenikova-ValeSova et
al,, 2008). Stejné jako jsou pacienti se schizofrenii hypersenzitivni k psychotomimetickym latkam
(Bramness et al., 2012; Malhotra et al., 1997), u animalnich modeli schizofrenie se také predpoklada
zhorSen{ stavu po jejich aplikaci. To bylo prokadzano napiiklad u modelovych zvirat prenatalné
exponovanych LPS, kterd prudceji reagovala zvySenim lokomoce a vétsSim deficitem PPI na podani
dizocilpinu (Basta-Kaim et al, 2011a) nebo amfetaminu (Fortier et al, 2004), ve srovnani
s modelovymi zviraty bez téchto latek nebo kontrolami. V nas{ studii ovSem potkani neméli problém
s preucenim polohy sektoru ani vlivem samotné rané zkusenosti s LPS, ani vlivem samotné aplikace
dizocilpinu v dospélosti, a dokonce ani pti kombinaci téchto dvou faktord. Jiz diive bylo prokazano,
Ze dizocilpin spolehlivé vede k naruSeni kognice, ale ndmi pouzita davka (0,08 mg/kg) je hrani¢ni a
nezptlisobuje toto poskozeni vzdy (Lobellova et al., 2013; Stuchlik et al., 2004a; Vojtechova et al,,
2016). VnaSem pripadé mél dizocilpin maly (i kdyZ signifikantni) a pfechodny efekt na lokomoci,
kterou zvySovala u obou skupin, kterym byl aplikovan. Hyperlokomoce po podani dizocilpinu je
v literatute popisovana u laboratornich hlodavct opakované po rtiznych davkach (Kubik et al., 2014;
Lobellova et al., 2013; Stuchlik et al., 2004a; Stuchlik & Vales, 2005; Vales et al., 2006; Vojtechova et
al,, 2016; Zajaczkowski et al., 2003; Zuo et al., 2006). Zda se, Ze kombinace ¢asného LPS a dizocilpinu
vrané dospélosti se nejvice projevila prvni den preuceni, kdy zpisobila nejvyssi hyperlokomoci,
avSak analyza nepotvrdila statistickou vyznamnost tohoto pozorovani. Piekvapivé LPS potkani
vydavali pri feseni ulohy v koloto¢ovém bludisti anxiézni ultrazvukové vokalizace na frekvenci
22 KkHz nezavisle na tom, zda v uloze byli, nebo nebyli tspésni. Oproti tomu kontrolni zvirata
emitovala tytéz vokalizace pouze v pripadé neuspéchu (produkce ultrazvukii zavisela na poctu

vstupti). Potkani obecné vydavaji 22-kHz vokalizace v neprijemnych situacich, kdyZ se boji nebo citi
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uzkost (Portfors, 2007). Pokud tyto vokalizace produkovali LPS potkani i v ptipadé, Ze tlohu zvladali,
znamena to emociondlni naruseni, tedy emoce neptiléhavé dané situaci. Problematickd adaptace na
nové situace a emocionalni zmeény, v€etné anxiety, patfi do symptomatologie schizofrenie (Huppert &
Smith, 2001; Tordjman et al., 2007).

V ostatnich ulohach (vyvysené kiiZové bludisté, test otevireného pole, socialni interakce,
ultrazvukova vokalizace mérend béhem interakce a explorace samicich pilin) se LPS potkani od
kontrolnich vyznamné nelisili. Pang et al. prokézali naruSenou socidlni komunikaci mérenou
ultrazvukovou vokalizaci ve véku 10 dni a také naruSenou kognici v tloze rozpoznavani nového
objektu ve véku 40 dni vlivem zkuSenosti s LPS (Pang et al., 2016). OvSem endotoxin jim byl podan
pouze jednou, a to tfeti den po narozeni. Porovnani naSich zjisténi s ostatnimi studiemi je velmi
obtiZzné, nebot efekty ¢asné postnatalni aplikace LPS na projevy zvirat jsou v literature popsany jen
velmi vzacné, navic s pouZitim jiného protokolu podavani LPS, a v kombinaci s psychotomimetikem
nejsou popsany vibec. NaSe komplexni behavioralni studie tak predstavuje dilezity vhled do této

problematiky.
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2.6. Publikace ¢. 4

2.6.1. Material & metody

Zvirata. Celkem 13 samic potkanti kmene Wistar (230-330 g, vék 3-5 mésici), ke kterym
bylo ptipusténo 6 samch (Velaz, Ltd., Praha, CR), porodilo 92 mladat, z nichz 56 bylo pouZito
k behaviordlnimu testovani, ostatni byla pouZita pro mozkové analyzy, které jsou bliZze popsany
v priloZené publikaci. Potomci obou pohlavi byli rozdéleni do ¢tyt skupin: kontrolni samci, LPS samci,
kontrolni samice a LPS samice. Z kazdého vrhu jsme pouZzili maximalné tii jedince od kazdého
pohlavi. Zvirata byla chovdna ve standardnich chovnych nadobach (44 x 28 x 23 cm)
v akreditovaném zvérinci v Narodnim ustavu dusSevniho zdravi v Klecanech, ve vétrané mistnosti
s12 h/12 h cyklem svétlo/tma, svolnym pristupem kvodé a potravé. Zvirata byla drZena po
dvojicich ¢i trojicich, vyjimku tvorily brezi samice, které jsme separovali nékolik dnf pied porodem.
VSechny manipulace jsme provadéli ve svétlé Casti denniho cyklu. VSechny experimenty byly
schvaleny institucionalni komisi pro ochranu zvitat a vyhovély Zakonu na ochranu zvitat proti tyrani
Ceské republiky a smérnicim Evropské unie (2010/63/EU).

Urcovani estralniho cyklu. U chovnych samic jsme po 5-dennim privykadni na
experimentatory (handling) urcovali po dobu asi jednoho tydne faze estralniho cyklu, podle
protokolu autord Marcondes et al. (2002). Experimentator jemné nadzdvihl zadni ¢ast téla samice a
provedl vaginalni vyplach pomoci tenké plastové pipety naplnéné malym mnoZstvim fyziologického
roztoku. Poté vyplach rozetfel na podlozni sklicko a ihned jesté mokry prozkoumal pod
mikroskopem (objektivy 10x a 40x). Pokud se potvrdila faze estru, nebo mezifaze proestrus-estrus,
byl k samici ptipustén samec za icelem pateni. To probihalo pouze 24 h, coZ bylo diileZité z hlediska
spravného nacasovani aplikaci LPS béhem brezosti (viz dale). Samice jsme denné vazili pro potvrzeni
biezosti.

Priprava modelu. Biezi samice dostaly celkem 8 subkutannich (s.c.) injekci LPS (pochazejici
z Escherichia coli, serotyp 026:B6, Sigma-Aldrich) v davce 1 mg/kg (injek¢ni objem 1 ml/kg). LPS byl
podavan chronicky kazdy druhy den od 7. dne btezosti do porodu, podle protokolu autort
Basta-Kaim et al. (2011a). LPS byl rozpustén v 0,9% fyziologickém roztoku, ktery podavan samotny
slouzil jako kontrolni aplikace. Uspé$nost porodi ani piibyvani na vaze béhem biezosti nebyly
vlivem LPS sniZené oproti kontrolnim bfezim samicim, a aplikace byly samicemi obecné dobie
snaseny. U mlad’at jsme 6.-8. den po porodu urcovali pohlavi, a poté ziistala nerusena az do odstavu
ve véku 28 dni. Potomky jsme vazili pred odbérem mozku v dobé odstavu (neni soucasti dizertacni
prace) a pred testovanim chovani v adolescenci a v dospélosti. Tiidenni handling adolescentl
piredchazel prvni behaviordlni test. Potomci prosli baterii testi zamérenych na rdzné domény
chovani, v dizertacni praci se vSak vénuji jen kolotoCovému bludisti, jedinému testu zamérenému na
prostorovou kognici. Pfiprava modelu i ostatni behavioralni testovani probihalo v Narodnim dstavu
duSevniho zdravi. Za ucelem otestovani v koloto¢ovém bludisti, které tak zavrsSilo behavioralni

charakterizaci dospélcti, byla zvifata prevezena do Fyziologického tustavu AV CR. Béhem
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experimentalnfho dne byli nejdiive testovani vSichni samci a az poté samice, pficemZ u obou pohlavi
byly skupiny randomizovany. Aparatury jsme vZdy mezi sezenimi umyli vodou a pred zménou
pohlavi také dezinfekci, abychom odstranili sam¢i pach, ktery by mohl ovlivnit chovani samic.
Kolotocové bludisté. Popis aparatury je k nalezeni v kap. 2.3.1. V iloze aktivniho vyhybani
se sektoru byli otestovani dospéli potkani ve véku 3,5-4 mésice obou pohlavi: kontrolni samci
(n
(n

aparaturu (fize habituace), pti které se zvifata 10 min pohybovala po nerotujici aréné a nedostavala

11 z 5 vrhi), LPS samci (n = 11 ze 7 vrhti), kontrolni samice (n = 10 z5 vrhi), LPS samice

11 ze 7 vrhi). Testovani probihalo celkem 5 dni. Prvni den byli potkani pouze privykani na

elektrické ranky (Soky). V dalsich dnech (al-a4) bylo tikolem potkanti naucit se béhem ctyi 20-min
sezeni (1 sezeni/den) polohu zakdzaného sektoru, ktery byl stabilni v ramci mistnosti, zatimco aréna
rotovala (faze akvizice). Parametry, hodnocenymi v CM Manager (Bahnik, 2014), byly pocet vstupti
do sektoru, maximalni ¢as mezi dvéma vstupy, pocet Sokli na pocet vstupl (learning index) a
nachozend vzdalenost (lokomoce).

Statisticka analyza. Statisticka analyza byla provedena s pouzitim software IBM SPSS
Statistics. V pripadé opakovaného méreni (Ctyii sezeni) jsem pouzila test trojcestna ANOVA
s opakovanymi mérenimi. ,Skupina“ (kontrolni x LPS) a ,pohlavi“ (samci x samice) byly méreny jako
between-subject, zatimco ,sezeni” (akvizice al-a4) bylo pocitano jako within-subject méreni. Pokud
data nedosahovala normalnfho rozdéleni, byla logaritmicky transformovana (maximalni ¢as mezi
dvéma vstupy). Pokud ani po transformaci nebyla data znormalizovana (pocet Sokl na pocet vstupti),
pouzila jsem test Negative binomial model with log estimates values pro sezeni al a a4. Efekt byl

povaZzovan za signifikantni pfi p < 0.05.

2.6.2. Vysledky

Kolotocové bludisté. Statistickd anayza neprokazala signifikantni efekt LPS ani v jednom ze
sledovanych parametrti (Obr. 20, Tab. 16-19). Signifikantni efekt pohlavi byl pozorovan pouze
v parametru pocet Sokt na pocet vstupi prvni den akvizice (al; Obr. 20C; Tab. 18), kdy samice mély
tento pomér Soky/vstupy niz$i nez samci; posledni den akvizice (a4) se jiZ pohlavi mezi sebou
nelisila. Signifikantni efekt sezeni v parametrech pocet vstupli do sektoru (Obr. 20A; Tab. 16) a
maximalni ¢as mezi dvéma vstupy (Obr. 20B; Tab. 17) spolu s grafy ukazuji, Ze se potkani (bez
ohledu skupinu ¢i pohlavi) béhem akvizice postupné zlepsovali, ackoli ani posledni den akvizice (a4)
nedosahli uspokojivého vysledku. Lokomoce byla podobna u vSech skupin a v pribéhu akvizice

stabilni bez vyrazného vyvoje v ¢ase (Obr. 20D; Tab. 19).
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Obr. 20. Kolotocové bludisté. LPS samci ani LPS samice se nelisili od kontrolnich zvitat v Zdadném z kognitivnich

parametrl (A—C). (A) V poctu vstupll do zakadzaného sektoru dochazelo k postupnému zlepsovani (efekt sezeni,

p < 0,001), ale ani kontrolni zvitata nebyla schopna si Ulohu dobfe osvojit. Zlutd pferudovana &ara oznaéuje

pocet otacek arény za jedno sezeni (1krat za minutu), tj. minimalni pocet teoretickych vstupll do sektoru;

hodnoty nad touto hranici znamenaji neschopnost zapamatovat si polohu zakdzaného sektoru a neefektivni

vyhybani. (B) Maximalni ¢as vyhybani se s casem zvySoval (efekt sezeni, p < 0,001), avSak bez rozdilu mezi

skupinami. (C) Samci obdrZeli zpocatku (al) vice Sok( na pocet vstupl do sektoru neZ samice (efekt pohlavi,

p = 0,002), ale ¢tvrty den akvizice (a4) jiz tento rozdil nebyl patrny (n.s.). (D) Statisticka analyza neodhalila

signifikantni efekt LPS ani pohlavi na lokomocni aktivitu, a nedochazelo ani k vyznamnému vyvoji v Case.
**p <0,01; ***p < 0,001

Tab. 16. Pocet vstupl do sektoru (analyza testem trojcestna ANOVA s opakovanymi mérenimi).

Zdroj df Error df F p Ne?

Skupina 1 36 0,043 0,838 0,001
Pohlavi 1 36 0,008 0,928 0,000
skupina*pohlavi 1 36 0,122 0,729 0,003
Sezeni 3 108 8,010 0,000*** 0,182
sezeni*skupina 3 108 2,144 0,099 0,056
sezeni*pohlavi 3 108 0,508 0,678 0,014
sezeni*skupina*pohlavi 3 108 1,350 0,262 0,036

100

Np? = Partial eta squared



Tab. 17. Maximalni ¢as mezi dvéma vstupy (analyza testem trojcestna ANOVA s opakovanymi mérenimi).

Zdroj df Error df F p N>

Skupina 1 35 0,444 0,510 0,013
Pohlavi 1 35 0,221 0,641 0,006
skupina*pohlavi 1 35 0,047 0,830 0,001
Sezeni 1,976 69,143 13,295 0,000%** 0,275
sezeni*skupina 1,976 69,143 2,869 0,064 0,076
sezeni*pohlavi 1,976 69,143 1,746 0,182 0,048
sezeni*skupina*pohlavi 1,976 69,143 0,220 0,800 0,006

Np? = Partial eta squared

Tab. 18. Pocet Sokll na pocet vstupUl pro prvni den (al) a posledni den (a4) akvizice (analyza testem Negative

binomial model with log estimates values).

Sezeni Omnibus test
al 0,000***
al 0,402
95% Wald Confidence
Interval for Exp(B)
B ES rtr(:).r V\gzljacrzl_ df p Exp(B) Lower Upper
al
Skupina 0,267 0,1589 2,820 1 0,093 1,306 0,956 1,783
Pohlavi -0,503 0,1639 9,400 1 0,002** 0,605 0,439 0,834
skupina*pohlavi 0,123 0,2284 0,290 1 0,590 1,131 0,723 1,769
ad
Skupina 0,133 0,1870 0,507 1 0,476 1,142 0,792 1,648
Pohlavi -0,202 0,1922 1,105 1 0,293 0,817 0,561 1,191
skupina*pohlavi 0,070 0,2682 0,068 1 0,794 1,073 0,634 1,814

Tab. 19. Lokomoce (analyza testem trojcestna ANOVA s opakovanymi mérenimi).

Zdroj df Error df F p Ne?

Skupina 1 36 1,483 0,231 0,040
Pohlavi 1 36 0,024 0,879 0,001
skupina*pohlavi 1 36 0,197 0,660 0,005
Sezeni 1,992 71,716 0,406 0,667 0,011
sezeni*skupina 1,992 71,716 2,021 0,140 0,053
sezeni*pohlavi 1,992 71,716 2,120 0,128 0,056
sezeni*skupina*pohlavi 1,992 71,716 0,242 0,785 0,007

Np? = Partial eta squared
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2.6.3. Diskuze

Dospéli potkani prenatdlné vystaveni LPS se neliSili ve sledovanych parametrech
v kolotocovém bludisti od kontrolnich zvirat. Nebylo vSak mozné rozkliCovat rozsah deficitu
kognitivni koordinace a dlouhodobé prostorové paméti, protoze tispésného reSeni tlohy nedosahli
ani kontrolni potkani, ktefi i posledni den akvizice méli vysoky pocet vstupd; hodnota
20 vstupii/sezeni je povazovana za hrani¢ni hodnotu uceni (pfi 1 otdcce arény/minutu muize byt
nehybny potkan do sektoru zavezen pravé 20krat). Maximalni ¢as mezi dvéma vstupy se sice s Casem
zvySoval, avSak ve srovnani s jinymi experimenty byl i ke konci experimentu spiSe nizky. Pro¢ nebyli
potkani schopni tlohu efektivné reSit, neni prilis jasné, protoZe jiZz diive bylo prokazano, Ze potkani
kmene Wistar jsou schopni si tuto dlohu osvojit (Vales et al., 2006; viz také publikaci ¢. 3). Prostym
vysvétlenim mize byt ztrata zraku, kterou mohlo zptisobit napriklad nevhodné osvétleni ve zvéfinci;
na vysokou intenzitu jsou albinotické kmeny potkanii velmi citlivi (Burn, 2008). Uloha v koloto¢ovém
bludisti je zaloZena na zapamatovani si vizualnich orientac¢nich znacek, proto ma poskozeni zraku na
schopnost ji FeSit fatalni disledky. Kvili prirozené slabému zraku potkant kmene Wistar (Burn,
2008; Prusky et al., 2002) mohla i rotace arény sama o sobé potkantim znesnadit vizualni rozpoznani
orientaCnich znacek i za predpokladu, Ze zrak poSkozen nebyl. Je rovnéZ predstavitelné, Ze dloha
predstavovala pro potkany priliS stresujici zatéZ a po vSech predchozich zkuSenostech - velké
mnozstvi ostatnich behavioralnich testti, které tomuto predchazely, prevoz mezi pracovisti, mozna
nedostatecné dlouhd aklimatizace vnovém zvérinci - mohla ovlivnit vysledné chovani zvirat
v koloto¢ovém bludisti. Otazkou zlstava i samotné provedeni testu, zda habituace na aparaturu byla
dostate¢na nebo zda by vykon zlepsilo sbirani potravovych kuli¢ek, ackoli pohyb po aréné byl u obou
skupin srovnatelny a ve srovnani sjinymi experimenty normdlni (potkani nevykazovali zndmky
zvySené uzkosti nehybnym sezenim u stény aparatury).

Pirestoze se kognitivni deficit u potkand prenatalné vystavenych LPS prokazat nepodafrilo,
studie odhalila celou Fadu jinych deficiti a zmén v jejich chovani, které souvisely s vékem a pohlavim
studovanych zvirat, coZz nasvédcuje, Ze srovnatelny zasah do vyvoje organismu, napi. infekce
v téhotenstvi jako v piipadé naseho modelu, by mohl vést k rozvoji riiznych dusevnich poruch, nebo
alespon riizné silnym projeviim urcitych symptomd, v zavislosti na pohlavi postiZeného jedince,
stejné jako samci a samice nasich modelovych zvirat projevovali rizny behavioralni fenotyp. Deficit
prepulsni inhibice, ktery je typicky pro animalni modely schizofrenie, se v nasi studii projevil pouze
u LPS samic, zatimco zvySeny ulekovy reflex na hlasity zvukovy stimul byl vyraznéjsi u LPS samct,
ve srovnani s kontrolami. Niz$i miru socialniho kontaktu v socialni interakci projevovali pouze LPS
samci, a to jiZz v adolescentnim véku (45. den po narozeni), zatimco LPS samice mély oproti samctim
vyraznéjsi zmény v socidlni komunikaci (ultrazvukové vokalizaci), avSak bez narusSeni socialni
interakce jako takové. LPS samci i samice projevovali téz vyssi miru anxiety v testech otevireného
pole a chiize po lati, a nizsi aktivitu v testech otevireného pole a kiiZového bludisté nez kontrolni

zvirata. Podobné, ale i protichidné zmény v chovani popisuji také autori dalsich studii na stejném
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nebo podobném potkanim LPS modelu. Prenatalni expozice LPS vyvolala redukci socidlnich interakci
a sociadlni hry u mladych LPS potkant (Kirsten et al., 2010) a sniZenou ultrazvukovou vokalizaci
u 3- a 5-dennich mlad’'at (Baharnoori et al., 2012), avsak v jinych studiich nevedla k Zddnému nebo
jen velmi mirnému poskozeni sociadlniho chovani (Batini¢ et al., 2016; Foley et al., 2014a). Testy
anxiety u téchto modeli prinesly rozporuplné vysledky. V nékterych piipadech se anxieta objevila
(Depino, 2015; Lin et al., 2012; Wischhof et al., 2015), avsak v jinych nikoli (Foley et al., 2014b;
Kirsten et al, 2010; Wischhof et al, 2015). Animalni modely schizofrenie obvykle projevuji
hyperlokomoci, ktera byva povazovana za projev podobny pozitivnim symptomidm, protoze jde
vpripadé zvirat 1 lidi zfejmé o disledek hyperaktivity mesolimbického systému
(Bubenikova-Valesova et al.,, 2008; de Oliveira et al., 2011; Shirai et al., 2012; Sun et al, 2009;
Vojtechova et al,, 2016). OvSem situace u modelG pripravenych podanim LPS neni Uplné jasna.
Navzdory naSemu pozorovani, Basta-Kaim a kolegové, pracujici se stejnym modelem jako my,
popisuji zvySenou lokomoc¢ni aktivitu u dospélych samci i samic LPS potkant (Basta-Kaim et al.,
2011a). Jiné studie zaloZené na podobném modelu reportuji vSechny tii moZnosti: zvySena lokomoce
(Tejkalova et al., 2007a; Wischhof et al.,, 2015), Zddny efekt na lokomoci (Foley et al, 2014b)
i hypolokomoce (Batini¢ et al., 2016; Stigger et al., 2013). Je moZné, Ze anxiézni chovani vedouci
k potlaceni explorace bylo v nékterych studiich vyraznéjsi nez v jinych. Jinym vysvétlenim mize byt
niz8{ motivace explorovat neznamé prostfedi. Vna$i studii jsme nemérili schopnost
senzorimotorického zpracovani v adolescenci, nicméné jiné dvé studie ukazuji zvySenou tlekovou
reakci s normalni prepulsni inhibici u potkant s prenatélni zkuSenosti s LPS (Foley et al., 2015;
Tejkalova et al, 2007a). U dospélych LPS zvifat srovnatelnych s naSimi je popisovana jak vyssi
ulekova reakce, tak deficit prepulsni inhibice, a to u obou pohlavi (Basta-Kaim et al,, 2011a, 2015).
Studie s podobnym modelem také pozorovaly deficit prepulsni inhibice u dospélych LPS potkant
i adolescent(i, ale ne mladsich nez 30 dni (Fortier et al., 2007; Romero et al,, 2010; Wischhof et al,,
2015). Vysledky z vétSiny técho studii vSak nejsou plné srovnatelné s nasimi z diivodu pouziti jinych
protokoll pro aplikaci LPS (odliSné davkovani, nacasovani atd.), testovani zvirat jiného kmene ¢i
vjiném véku apod. I s témito rozdily vSak nékteré studie potvrzuji nase zjiSténi, Ze samci a samice
reaguji na maternalni imunitni aktivaci vyvolanou aplikaci LPS rdznym vyslednym fenotypem
chovani (Basta-Kaim et al., 2015; Batini¢ et al., 2016; Foley et al., 2015; Lin et al,, 2012; Romero et al.,
2010; Wischhof et al.,, 2015).
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2.7. Validita a limity zkoumanych modelii AD
2.7.1. Potkan McGill

Validita. Homozygotni potkani McGill ptedstavuji validni zvifeci model AD. Detailni
behaviordlni charakterizace téchto potkand viadé uloh odhalila komplexni fenotyp, tj. zmény
v chovani pripominajici rizné symptomy pozorované u lidskych pacienti. Je zajimavé, Ze vétSina
pozorovanych poskozeni se u nasich potkant vyskytla jesté pred tvorbou amyloidnich plakd, které se
zacinaji objevovat v 6 mésicich véku (Leon et al., 2010) ¢i pozdéji (Heggland et al., 2015; Iulita et al,,
2014). V kognitivnim i nekognitivnim poskozeni tedy ziejmé hraje roli i samotnd akumulace Af.
Akumulace ani moZzstvi plakii u naSich potkani McGill ovéfeny nebyly, avSak byly opakované
popsany v literature (Heggland et al., 2015; Iulita et al, 2014; Leon et al., 2010). Homozygotni
potkani McGill tedy predstavuji velmi dobry model ¢asné i pozdni faze Alzheimerovy choroby.
Kognitivni poskozeni se u pacientii objevuje na pocatku symptomatologie, u potkand McGill jsme jej
pozorovali také jiZ v Casné dospélosti. Naopak socidlni deficit s projevy predevSim v pokrocilych
fazich onemocnéni jsme pozorovali u transgennich zvirat analogicky v pozdéjSim véku. Vyhodou
tohoto modelu je pravé pritomnost nekognitivnich zmén chovani a model by mohl byt v budoucnu
vyuzity k vyzkumu 1éc¢iv cilenych na tyto symptomy.

Limity. Potkan McGill predstavuje ze své podstaty model dédi¢né formy AD, protoZe jakoZto
transgenni zvife ma ve svém genomu obsazené genetické mutace vyskytujici se u familidlni formy
AD. Nemodeluje tak sporadickou formu AD, protoZe nenapodobuje jeji priciny ani rizikové faktory.
Navic se hromadéni AB, amyloidni plaky a behavioralni deficity, objevuji velmi brzy, a tak model
nezahrnuje prirozené procesy starnuti, které ziejmé hraji v patologii lidské AD vyznamnou roli.
Nebyla u nich popsand ani patologie proteinu tau, kterd AD doprovazi. Dal$i nevyhodou potkant
McGill je jejich obtiZna dostupnost, vysoka pofizovaci cena a nutnost specidlnf licence na odchov ve
vlastnim chovatelském zafizeni, a tim kontrolovat podminky pfi jejich vyvoji a starnuti ¢i s faktory
prostredi cilené manipulovat. Vysoké naklady na jejich porizeni ndm umoznily studovat jen velmi
omezeny pocet zvirat a nedostatek finan¢nich prostfedkii neumoznil pokracovat navazujicimi

studiemi.

2.7.2. Potkan Samaritan

Validita. Z hlediska kognitivniho poSkozeni predstavuje potkan Samaritan validni animaln{
model AD, protoZe dobfe napodobuje poSkozeni prostorové navigace, paméti a kognitivni
koordinace, které predstavuji jddrovou symptomatologii i u lidskych pacientd. Vyhodou modelu je
cilenf na negenetické faktory, které byvaji davany do souvislosti se sporadickou formou AD.

Limity. Tito potkani bohuZel neprosli Sirsi baterii testd ovérujicich i jiné aspekty chovani,
proto nelze rozhodnout, zda projevuji i nekognitivni symptomy, které doprovazi AD. V nasi studii

nebylo mozné potkany dlouhodobé chovat z divodu omezené Zivotnosti osmotickych pump a
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implantati. Pomérné vysoka porizovaci cena téchto zvirat ani neumoznila nakup dalSich kohort a
dnes jiZ tento model nenf dostupny. Pfimo u naSich zvirat nebylo ovéfeno mnoZstvi akumulovaného
AP ani pripadnych plakd (ani patologie proteinu tau), nemiiZzeme tedy s jistotou Fici, nakolik byly
zmérené Kkognitivni deficity vyvolané pritomnosti aplikovanych substanci, a zda byly do mozku
skutecné dopraveny. Nesmime ani zapominat na fakt, Ze ackoli byl plivodné model cileny na
proSeti‘eni plisobeni vnéjsich faktorli narozvoj AD, ve skuteCnosti nemiiZe objasnit jeji etiologii -
nebylo cileno na vyvolani akumulace jiZz pritomného AP, ale AB byl do mozku piimo dopravovan.
Kromé toho vizudlni kontrola mozkd naoperovanych potkanl post mortem ukazala, Ze kolem
nékterych implantati probihaly nespecifické zanétlivé reakce na samotny chirurgicky zakrok bez
ohledu na injikovany roztok (zarudnuti mozkové tkané, hnis; Obr. 21), takZe neni jisté, zda
pozorovany upadek Kkognice nemohl byt zplsobeny spiSe témito procesy nez samotnymi
substancemi. Nékteré mozKky bohuzel vykazovaly téz znamky mechanického poskozeni (napi. piilis

utaZzené kotevni Srouby zasahujici do mozkové Kklry) dokazujici, Ze chirurgicky zakrok nebyl

proveden s patii¢nou peclivosti.

otvovaci Srouby

\ -

Obr. 21. Priklady nespravné provedenych operaci a pfipevnéni implantatl. Nepeclivost pfi chirurgickém
zakroku vedla u nékterych zvifat k poskozeni mozkové tkané (pfiliSné utazeni ukotvovacich Sroubl) nebo

zanétlivym procesiim (zarudnuti mozku, hnis).
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2.8. Validita a limity modelt prenatalni a casné postnatalni
infekce pomoci LPS

2.8.1. LPS podané casné postnatalné

Validita. Potkani vystaveni paty az devaty den postnatalniho Zivota plisobeni bakterialniho
LPS méli v nasi studii narusené emociondlni projevy, bez poSkozeni nami zkoumanych kognitivnich
funkci ¢i jinych domén chovani. Validita tohoto modelu ve vztahu ke schizofrenii je sporna, nebot
naruSené emoce se objevujii u jinych psychickych poruch.

Limity. U téchto potkanti nebyl proveden test prepulsni inhibice, jehoz vysledek by mohl
analogii ke schizofrenii vice oziejmit. Model také testuje hypotézu prenatalni infekce jen ¢astecné:
odpovida tomu sice stupném vyvoje mozku (5.-9. den Zivota potkaniho mladéte koresponduje
pribliZné s vyvojem lidského plodu ve tfetim trimestru; Clancy et al,, 2001), avSak je pfimo aktivovan
imunitni systém mladéte, a nedochdzi tedy kovlivnéni jeho vyvoje aktivovanym imunitnim
systémem matky. Tento rozdil miiZe mit zdsadni vyznam. ProtoZe nenf imunitni systém mladéte
v tomto véku jesté plné zraly (Holsapple et al., 2003), mohou byt efekty jeho aktivace jen velmi malé.
Emociondlni vyvoj mlad’at mohla ovlivnit i odliSnd mira matetské péce, v pripadé Ze by matky
pecovaly o mlad'ata po podani LPS vice, nebo naopak méné, avSak sledovani chovani matek nebylo

soucasti této studie.

2.8.2. LPS podané prenatalné

Validita. Potomci potkanich matek, chronicky vystavenych pilisobeni LPS v priibéhu biezosti,
vykazovali fadu zmén na Urovni chovani. Materndlni imunitni aktivace je spojovana jak se
schizforenii, tak s ASD. Hlavni autorka nékolika zminiovanych studii, Agnieszka Basta-Kaim, od které
jsme prevzali postup aplikace LPS, interpretuje sva zjiSténi ve vztahu ke schizofrenii. NaSe vysledky
ovSem takto jasny vztah nepodporujf. Samci a samice vykazovali trochu jiny behavioralni fenotyp,
ktery miiZe - pfi znacném zjednoduseni - inklinovat vice k jedné ¢i druhé poruse (u samci model
ASD, u samic model schizofrenie). Protoze vSak studované prvky chovani u zvirat jsou spise
obecnéjsiho charakteru, vysledovat podobnost s konkrétni poruchou, ktera ma casto specifické
Jlidské” symptomy, je nesmirné obtizné. Obé poruchy jsou co do vyskytu konkrétnich symptomi
velmi variabilni a existuje zde i znacny vzajemny piekryv (American Psychiatric Association, 2013).
Napiiklad deficit senzorimotorického zpracovani je typicky pro schizofrenii s dobrou transla¢ni
validitou u animalnich modeld (Braff et al., 2001; Geyer et al., 2001), avSak vzacnéji se objevuje
i u jinych neuropsychiatrickych poruch (Kohl et al., 2013), véetné ASD (Madsen et al.,, 2014; Perry et
al.,, 2007). Hyperreaktivita na zvukové stimuly i vyssi tlekovy reflex se objevuji u pacientti s ASD
(Kohl et al.,, 2014; Masi et al., 2017). Neschopnost normalnich socidlnich interakci ve spole¢nosti a
sniZena schopnost komunikace patfi k typickym symptomim ASD (American Psychiatric Association,

2013; Masi et al., 2017; McPartland et al.,, 2016), avSak socidlni staZen{ a narusend (dezorganizovana,
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stroha nebo jinak abnormalni) fe¢ se objevuji i u pacientl se schizofrenii a byvaji Fazeny mezi jeji
negativni symptomy (American Psychiatric Association, 2013; DeLisi, 2001; McKenna et al., 2005).
Anxieta patfi do symptomatologie obou poruch (American Psychiatric Association, 2013).
Hypoaktivita LPS zvifat by mohla odraZet negativni symptomy, jako je niZ${ spontaneita, amotivace ¢i
apatie, vyskytujici se u nékterych pacientl se schizofrenii (American Psychiatric Association, 2013;
Andreasen, 1995; Foussias & Remington, 2010; Javitt, 2010). Pacienty s ASD lépe charakterizuje
stereotypni a repetitivni chovani (American Psychiatric Association, 2013; Masi et al,, 2017), které
jsme vSak u naSich modelovych zvirat pfimo neméfili. Symptomy u naseho zvifectho modelu jsou
kompatibilni jak se schizofrenii, tak s ASD, a s uvdZenim variability obou poruch a omezenimi
potkana jako modelu je nelze jasné diferencovat. MiiZe se vSak jednat o obecny model
neurovyvojového poskozeni bez specificity ke konkrétnimu onemocnéni. PoSkozeni kognitivnich
funkci, potazmo jeho podobnost s kognitivnimi symptomy mentalnich poruch, se ndm u tohoto
modelu prokazat nepodarilo.

Limity. Vnasi studii jsme exponovali bfezi samice a jejich nenarozené potomky LPS
chronicky (bylo podavano obden od 7. dne gravidity do porodu) a je otdzka, do jaké miry tento design
odrazi skutecny stav u lidi. Situace u potkant a lidskych subjektd je zrtiznych dvodt obtizné
porovnatelnd. Stupent vyvoje plodu a pozdéji mladéte/ditéte lze porovnat jen velmi ptiblizné, a to
z hlediska zrani jak mozku (Clancy et al., 2001), tak imunitniho systému (Holsapple et al., 2003).
Srovnatelnosti nenahrava ani fakt, Ze potkan a clovék se rodi v rizném stupni vyvoje (napft. potkan
zUstava slepy az do 14. dne po narozeni), a tedy vliv maternalni imunitni aktivace na rozvoj urcitych
mozkovych struktur miaze byt rizny. Kromé toho, prenatalni vyvoj pokaniho mladéte probiha
nesrovnatelné rychleji (21 dni) nez u lidského plodu (9 mésicii), proto i infekce o stejném trvani
(napf. 2 tydny) ma dramaticky jiny dopad u potkana a clovéka. Chronicky trvajici lidskou infekci
v Fadu tydni az mésict pochopitelné nelze napodobit u potkana, ale na druhou stranu jednorazovou
injekci LPS, jejiz vliv na vyvoj mozku miiZe byt srovnatelny s nékolikadenni infekci u clovéka,
nepodchytime pravé tu chronicitu zanétlivych procesti, ktera miiZe byt pro pozdéjsi rozvoj mentalni
poruchy zdsadni. Meyer a kolegové ve své praci diskutuji, Ze charakter infekce (akutni, chronicka,
latentni) mize zasadné urcovat projevy sdilenych, nebo naopak specifickych symptomi schizofrenie
nebo ASD (Meyer et al., 2011), a ze muZe zplsobit jen mirné zmény, které se projevi pouze
u citlivéjSich jedincli teprve v pozdéjsim véku. ,CitlivéjSimi“ mohou jedince udélat specifické
genetické rizikové faktory, jejichz kombinace s vnéj$imi faktory miize byt pro konec¢ny projev klicova.
Genetickou stranku jsme vsak v této studii cilené nefesili. Stejné tak jsme nase potkany nezatéZovali
v adolescenci ¢i dospélosti podanim psychotomimetika, knimz jsou pacienti se schizofrenii
hypersenzitivni (Bramness et al., 2012; Malhotra et al., 1997), a jejichZz poziti mize dokonce
u predisponovanych jedinct prvni ataky schizofrenie vyvolat. V nasi studii jsme detailnéji nesledovali
ani chovani biezich samic, které se mohlo vlivem expozice LPS lisit, ani naslednou materskou péci, a
ani vyvoj mlad’at v prvnich tydnech Zzivota. Z hlediska proSetieni kognitivnich funkci by studii jisté

pomohlo provedenti i jinych loh zaméfenych na prostorové uceni a pamet.
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2.9. Shrnuti & Zaver

Dizertacni prace prezentuje vysledky z kognitivnich a nekognitivnich uloh provedenych
u vybranych potkanich modelti a diskutuje jejich validitu ve vztahu Kk neuropsychiatrickym
poruchdm. Transgenni potkani McGill nesouci mutace lidského APP se ukazali jako validni model AD,
a to nejen zhlediska zavazného poskozeni kognitivnich funkci (uceni a dlouhodoba pamét,
prostorova navigace, kognitivni koordinace), ale i dal$ich aspektii chovani, jako je anxieta, posturalni
problémy a zhorSena motoricka koordinace a zmény v socidlnim chovan{ a vokalni komunikaci. AD je
typickd kognitivnim selhanim, avSak pacienti trpi fadou dalSich problémd, které byvaji pii studiu
animalnich modeld Casto opomijeny. NaSe studie je vyznamna pravé prozkoumdanim také jinych
domén chovani v Siroké baterii testli, z nichZz nékteré byly u tohoto modelu vyzkousSeny viibec
poprvé. Potkani McGill méli také pozménény cirkadidnni systém (méfeni probihalo v laboratofi
Neurohumorélnich regulaci - dnes Biologickych rytmé - ve Fyziologickém ustavu AV CR a neni
soucasti této dizertaCni prace, je vSak popsané v priloZzené publikaci). U netransgennich potkant
Samaritan, vystavenych Cc¢tyrtydennimu plsobeni amyloidu AP1-42 a dvéma prooxidativnim
substancim, jsme prokdazali vyrazné kognitivni poskozeni (prostorové uceni a dlouhodoba pamét,
kognitivni koordinace), coZ prokazuje fenomenologickou validitu k AD. Vzhledem ktomu, Ze se
tomuto modelu vénovala pouze jedna studie, byla nase prace velkym prinosem k charakterizaci
kognitivnich funkci. Kvili omezené Zivotnosti pouZzitych osmotickych pump vSak nebylo mozné
provést komplexnéjsi proSetifeni jinych domén chovani. Kromé toho jsme pozorovali znamky
zanétlivych procesii probihajicich kolem kanyl zavedenych do mozku a poSkozeni mozkové tkané
v disledku pfiliSného utaZeni ukotvovacich Sroubti, coZ otevirda otdzku mozZnych nespecifickych
poskozeni, které mohly ovlivnit vysledky nasi prace.

Vykon potkanti, vystavenych c¢asné postnatalné nebo prenatalné ptlisobeni LPS, v iloze na
koloto¢ovém bludisti neodrazi kognitivni symptomy pozorované u pacientli se schizofrenii ¢i ASD.
Potkani s postnatdlnim podanim LPS nejevili zndmky kognitivniho poskozeni, zatimco u potkant
s prenatadlnim podanim LPS nebylo moZné toto poskozeni zhodnotit, protoZe zvolenou tulohu
nezvladla ani kontrolni zvifata. Oba modely vSak prozrazuji emocionalni naruseni. Potkani po
postnatalnim podani LPS nejevili zmény v Zadné dalsi testované doméné chovani, zatimco prenatalni
vystaveni LPS navic zplisobilo zmény v socidlnim chovani a komunikaci, dale nizsi aktivitu, zvySeny
ulekovy reflex a naruSené senzorimotorické zpracovani informace, priCemz tyto zmény byly
specifické pro jedno nebo druhé pohlavi zvirat. V ptipadé postnatalniho podani LPS je validita
modelu ve vztahu ke schizofrenii sporna, protoZe emociondlni naruSeni neni specifickym
symptomem schizofrenie. Naproti tomu potkani model s prenatdlni expozici LPS vykazuje Sirsi
spektrum schizofrenii-podobného chovani, obzvlasté negativnich symptomd, s presahem do
symptomatologie ASD (v zavislosti na pohlavi zkoumanych zvitat). Potkani v juvenilnim véku méli
také sniZeny pocet PV+ interneuront ve frontalnim kortexu a vét$i mozek v diisledku prenatalni

aplikace LPS (viz publikace ¢. 4).
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2.10.Summary & Conclusions

The thesis presents the performance of selected rat models in cognitive and non-cognitive
tasks. The thesis also discusses validity and limitations of these models in the context of
neuropsychiatric disorders. We have shown that transgenic McGill rats carrying mutated human APP
are a valid model of AD with a cognitive failure as a typical symptom. They exhibited not only severe
impairment of cognitive functions (learning and long-term memory, spatial navigation, cognitive
coordination), but also anxiety, postural problems, motor coordination deficit, changes in social
behavior, and vocal communication. Our study is important because we explored also non-cognitive
domains of behavior, which are often neglected in animal model research, in a comprehensive
battery of tasks; some of them were examined for the first time in this model. In addition, McGill rats
had alterations in circadian system (the measurement was carried out in the Laboratory of
Neurohumoral Regulations - recently renamed Biological Rhythms - at the Institute of Physiology
CAS and is not included in this thesis; see the attached publication). Besides, we have shown severe
cognitive impairment (spatial learning and long-term memory, cognitive coordination) in
non-transgenic Samaritan rats, exposed to amyloid AB1-42 and two prooxidative substances for four
weeks. The findings suggest face validity to AD. Our study substantially contributed to
the characterization of cognitive impairment in these rats because the model had been described in
the literature very rarely. Unfortunatelly, we were not able to investigate the other behavioral
domains because of the limited lifetime of the osmotic pumps and implants. Importantly, we
observed signs of inflammation surrounding the cannula, and damage of brain tissue caused by
anchor screws. This observation opens the question of possible non-specific impairment which could
influence our results.

The rats exposed to LPS early postnatally, or prenatally, were tested in the carousel maze
task. However, we did not find any behavioral changes reflecting cognitive symptoms observed in
human patients with schizophrenia or ASD. Rats with postnatal LPS administration did not exhibit
any cognitive impairment. On the other hand, in rats with prenatal LPS administration we were not
able to recognize cognitive deficit because even the control animals were not able to acquire the task.
Nevertheless, both models showed disrupted emotionality. Behavior of postnatal LPS rats did not
indicate any other changes in tested domains whereas prenatal application of LPS caused alterations
in social behavior and inter-individual communication, decreased activity, increased startle reflex,
and deficit of sensorimotor gating, and these changes were sex-specific. In case of postnatal LPS
model, validity to schizophrenia is disputable since the observed emotional disruption is not a
specific symptom of schizophrenia. Contrarily, rat model based on prenatal exposure to LPS
presented a wider spectrum of schizophrenia-like behavior, especially of negative symptoms, with
some overlap with ASD symptomatology in a sex-dependent manner. In addition, LPS caused
decreased number of PV+ interneurons in the frontal cortex and bigger brains in juvenile rats (see

the publication 4).
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