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SOUHRN
V této disertacni praci jsme se zabyvali roli serotonergniho, glutamatergniho a v mensi mife

dopaminergniho pienosu ve farmakologickych animalnich modelech. K indukci jednotlivych
psychoz jsme pouZili tfi latky — v glutamatergnim modelu to byla latka s antagonistickym
u¢inkem na NMDA receptorech ketamin, v serotonergnim modelu latka s parcialné
agonistickym u¢inkem na 5-HT2A/C a 5-HT1A receptorech 2C-B a v dopaminergnim modelu
latku s agonistickym u¢inkem na D2 receptory amfetamin. U serotonergniho a
glutamatergniho modelu jsme se déale zaméfili na zmény chovani zvifat (lokomoce,
senzorimotorické zpracovani informaci). Hlavnim tématem této prace bylo posouzeni EEG
zmén. Poznatky z kvantitativniho EEG jsme dale korelovali se zménami v dopaminergni
transmisi v mesolimbické oblasti (pouze u serotonergniho modelu). V glutaméatergnim modelu
jsme navic porovnavali behavioralni a EEG zmény s Kinetikou ketaminu v séru a mozku
potkana. Vtomto modelu jsme taktéZz porovnavali vliv agonisty metabotropnich
glutamatergnich 2/3 receptori na indukované behavioralni a EEG zmény, kde jsme
predpokladali jejich normalizaci. Ve vSech experimentech jsme pouzili potkany kmene
Wistar. Lokomo¢ni aktivita se hodnotila vtestu otevieného pole. Senzorimotorické
zpracovani informaci bylo méfeno pomoci prepulsni inhibice ulekové reakce. EEG
experiment zahrnoval stereotaktickou implantaci elektrod, po obdobi regenerace nasledovalo
samotné nahrdvani EEG signalu pted a po aplikaci latek. Vlastni analyza zahrnovala
porovnani dvou usekl (pfed a po) v ramci jednoho zvitete. V mikrodialyza¢nim experimentu
byla stereotakticky naimplantovana vodici kanyla a v den experimentu byly shirany jednotlivé
vzorky s 20 minutovym intervalem. V naSich behavioralnich experimentech jsme potvrdili, Ze
jak v glutamétergnim, tak serotonergnim modelu dochazi po aplikaci latek k hyperlokomoci.
V serotonergnim modelu tento uc¢inek piedchazi hypolokomoce (tzv. bifazicky ucinek).
V testu prepulsni inhibice vedly aplikovaneé latky k naruSeni této reakce. Kvantitativni EEG
v serotonergnim modelu potvrdilo zmény jako u jinych psychedelik. V glutamatergnim
modelu vedla behavioralni inaktivita ke zvySeni vykonu ve vysokofrekven¢nich pasmech,
sniZeni vykonu v nizkofrekven¢nich pasmech a ke snizeni EEG koherenci. Agonista mGlu2/3
tyto zmény ¢asteéné normalizoval. V dopaminergim modelu se zvysil vykon ve frekvencich
alfa/theta a doSlo knarastu EEG koherenci ve vysokofrekven¢nich pasmech beta.
Farmakokineticka studie potvrdila vrchol koncentrace ketaminu v mozku a séru mezi 10 a 20
minutou po aplikaci. V mikrodialyza¢nim experimentech bylo zji$téno, Ze latka 2C-B zvySuje
dopamin v nukleus accumbens. NaSimi behaviordlnimi a EEG pokusy jsme potvrdily

vérohodnost glutamatergniho a serotonergniho modelu jako validniho modelu SCHZ.



SUMMARY
In this thesis, we examined the role of serotonergic, glutamatergic and - to a lesser extent -

dopaminergic transmission in pharmacological animal models of psychosis. To induce these
states, ketamine (an NMDA antagonist) was used to model altered glutamatergic
transmission, partial agonist of 5-HT2A / C and 5-HT1A receptor 2C-B was used to induce
altered serotonergic transmission and the D2 receptor agonist amphetamine was used to
model excessive dopaminergic transmission in schizophrenia. Serotonergic and glutamatergic
animal models were also accompanied with behavioral tests (locomotion, sensory processing).
The main topic of this work was to evaluate EEG changes. Findings from the quantitative
EEG were correlated with the changes in dopaminergic transmission in the mesolimbic region
(only in serotonergic model). Further, we compared behavioral and EEG changes in the
ketamine model assessing pharmacokinetic changes in serum and brain tissue of the rat. In
this model, we also assessed the effect of an agonist of metabotropic glutamatergic 2/3
receptors on behavioral and EEG changes where normalization of these changes was
expected. Wistar rats were used in all experiments. Locomotor activity was assessed in the
open field test. Sensorimotor information processing was measured by prepulse inhibition
(PPI) of the startle response. The EEG experiment included stereotactic implantation of
electrodes, recording of the EEG signal before and after application of the substances and the
subsequent analysis. EEG analysis included a comparison of the two EEG segments (before
and after) within one animal. In the microdialysis experiment, guide cannula was
stereotactically implanted. Following 7 days of recovery period, samples were collected with
a 20 minute interval and stored for further processing. Behavioral experiments confirmed
hyperlocomotion in both glutamatergic and serotonergic models. Additionally, 2C-B
produced a biphasic effect (hypolomotion followed by hyperlocomotion). Both substances
disrupted PPI. Quantitative EEG analysis in the serotonergic model confirmed changes
similar to other psychedelics. In the glutamatergic model, behavioral inactivity produced an
increase in power of high frequency bands, a decrease in power of low frequency bands and a
decrease in EEG coherence. mGlu2/3 agonist partially normalized these changes.
Administration of amphetamine led to an increase in power in theta/alpha band and an
increase in coherence. Pharmacokinetic study confirmed that the peak of concentration of
ketamine in the brain and serum occurs between 10th and 20th minute after application. In the
microdialysis experiments, 2C-B increased the release of dopamine in the nucleus accumbens.
Our behavioral and EEG experiments confirmed the validity of the glutamatergic and

serotonergic models of schizophrenia.



1. UVOD

Schizofrenie (SCHZ) je heterogenni onemocnéni charakterizované na zakladé
pozitivnich, negativnich a kognitivnich symptomu. Obvykle se projevuje psychdzou, ve které
Clovek ztraci kontakt s realitou, kterou jinak vnima (halucinace), hodnoti (bludy) a ktera
ovlivituje jeho chovani. Pokud tyto ptiznaky pietrvavaji nejméné jeden mésic, je stanovena
diagné6za SCHZ. Nasledny prabéh onemocnéni je u kazdého clovéka jiny, nicméné
charakteristické jsou opakované ataky psychozy, kdy vétSinou dochdzi k vyraznému

kognitivnimu tpadku a emo¢ni oplostélosti.

Jednoznacna etiologie SCHZ je neznama, piedpoklddd se geneticky podklad a
pusobeni faktori prostfedi. Onemocnéni ma vliv na struktury a funkce mozku.
Charakteristicky je ubytek Sedé mozkové kiry ve frontdlni a temporalni oblasti (Shenton et al,
2001) a dale napt. snizeni kortikalniho objemu v oblasti limbické a v hipokampu (Shepherd et
al, 2012; Adriano et al, 2012). V patofyziologii SCHZ dominuje dopaminergni hyperaktivita
spoleéné s hyperglutaméatergnim stavem a inhibici GABAergni neurotransmise. Roli
Vv patofyziologii SCHZ hraje i zménény serotoninovy pienos, ktery lze dobie modelovat

pomoci halucinogent (Horacek 2005).

Z neurobiologického hlediska 1ze SCHZ chapat jako diskonekéni syndrom (Friston,
1998), pti kterém dochazi k naruseni funkéni konektivity mezi riznymi oblastmi mozku.
Nejcastéji je zminovana diskonekce fronto-temporalni, ktera se objevuje v ruznych stadiich
onemocnéni (Pettersson-Yeo et al, 2011) stejné jako u chronickych psychotickych pacienti
(Woodward et al, 2011; Zalesky et al, 2012). Déle je u SCHZ popisovana i diskonekce inter-
hemisferalni (Arnone et al, 2008) a diskonekce mezi mozkovou kirou a podkorovymi
strukturami (Stephan et al, 2001). Podklad této diskonekce je zifejmé& zalozen na celkovém
mensim poctu synaptickych spojl, snizené Uc¢innosti pfenosu informaci a snizené mistni
konektivité (Micheloyannis et al, 2006; Lynall et al, 2010). Celkovou funkéni konektivitu 1ze
méfit metodami zaméfenymi na hemodynamické zmény (napt. fMRI, PET) nebo napiiklad
pomoci multi-kanalového elektroencefalografického (EEG) nahravani, kde se nasledné

vypocité stupen podobnosti mezi dvéma mozkovymi oblastmi v Case (tzv. EEG koherence).

Analyza EEG aktivity nam taktéZ mize pfinést podrobnéj$i prizkum vztahi mezi
nervovymi buikami. Za neurofyziologicky zaklad EEG oscilacni aktivity Se povaZuje
vzajemné pusobeni excitacni (glutamat) a inhibi¢ni (GABA) slozky. Oscila¢ni aktivita je

posuzovana v 4 zakladnich frekven¢nich pasmech — delta (0-4 Hz), theta (4-8 Hz), alfa (8-12
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Hz), beta (12-30 Hz) a gamma (30 -90 Hz). Vzhledem k heterogenit¢ SCHZ onemocnéni
byvaji EEG nélezy misty rozporuplné. Existuji vSak konsistentni vysledky, které zahrnuji
napf. snizeni v alfa spektralnim vykonu nad prefrontalnimi oblastmi (Boutros et al, 2008)
nebo zvyseni vykonu v pasmech delta a theta (Moran and Hong, 2011). DalSi konsistentni
nalez byva zvyseni gamma vykonu ve frontalnich a temporalnich oblastech v klidovém EEG
(Venables et al, 2009) a abnormity v gamma pasmu béhem feseni kognitivnich ukold (Sun et
al, 2011)

Animalni modely psychoéz piinasi fadu rznorodych poznatkli. Roli hraje zavislost na
Case podani, case méfeni a davka latky. K jinym nedostatecné vysvétlenym poznatkim v
animalnich modelech patéi vliv behavioralni aktivity na EEG parametry. K dalS$im
diskutabilnim vysledkim patii nalezy v ramci EEG koherenci, kde jednim z nejvétsich
nedostatkti je implantace max. 4-6 aktivnich elektrod (tj. 2-3 na hemisféru), coz komplikuje

komparaci s humannimi nalezy.

Hlavnim cilem této diserta¢ni prace je rozsitit poznatky u animalnich modeld psychoz.
Prace se zaméfuje na popisovani lokomocni aktivity, deficitu ve zpracovani informaci,
biochemickych zmén a zejména zmén v kvantitativnim EEG (vykonové spektra a EEG
koherence). Inovativnim aspektem této prace bylo sledovani chovani potkana a nasledna
kvantitativni EEG analyza v behavioralné pasivnich a aktivnich usecich. Jinym metodickym
piinosem naSich EEG pokustu bylo naimplantovani 12 aktivnich elektrod s cilem mozného

translacniho porovnani s nalezy u osob s psychézou.



2. HYPOTEZY A CILE PRACE
A/ CIL: charakteristika behavioralnich G¢inki NMDA antagonisty ketaminu a serotonergniho
agonisty 2C-B v testu lokomo¢ni aktivity a v testu prepulsni inhibice Ulekové reakce

HYPOTEZA: Pouzité latky povedou k hyperlokomoci a navodi deficit v senzorimotorickém

zpracovani informaci

b/ CIL: zhodnoceni u¢inku ketaminu, 2C-B a amfetaminu v qEEG tj. v spektralnim vykonu a

v koherencich u voln¢ béhajicich potkant

HYPOTEZA: pouzité modely psychozy povedou ke zménam spektralniho vykonu
poodbnym u psychozy a budou indukovat diskonekci mezi jednotlivymi oblastmi (tj. snizeni

koherenci)

C/ CIL: porovnani vlivu vy3si a nizsi davky ketaminu/2C-B na chovéni a funkéni konektivitu

mozku a spektralni vykon v ramci kvantitativniho EEG

HYPOTEZA: Vyssi davky budou indukovat vyrazngjsi zmény jak v chovani, tak v qEEG

D/ CIL: zhodnoceni vlivu behavioralni aktivity na qEEG (aktivita vs inaktivita)

HYPOTEZA: Po aplikaci latek bude behavioralni inaktivita zptisobovat zmény vice podobné
klidovemu EEG.

E/ CIL: zhodnoceni potencionalniho antipsychotického tuginku  mGlu2/3 agonisty
v behavioralnich testech a nasledné zhodnoceni u¢inku agonisty u behavioralné aktivni davky
v qEEG

HYPOTEZA: Agonista mGlu2/3 bude normalizovat behavioralni a qEEG zmény
v glutaméatergnim modelu psychdzy



F/ CIL: korelace EEG zmén s farmakokinetickym profilem behavioralné aktivni davky

ketaminu

HYPOTEZA: Maximum qEEG a behavioréalnich zmén bude béhem vrcholu u¢inku ketaminu

G/ CIL: objasnéni Gginku 2C-B na hladiny dopaminu a jeho metaboliti v mesolimbické

oblasti a korelace s behavioralnimi a qEEG ucinky

HYPOTEZA: Vzhledem k mechanismu G¢inu bude 2C-B zvySovat hladinu dopaminu a jeho

metabolitd v mesolimbické oblasti



3. MATERIAL A METODIKA
V naSich experimentech jsme u potkanti méfili lokomoci v testu oteviené¢ho pole, prepulsni
inhibici akustické ulekové reakce, kortikalni EEG, farmakokinetiku latky v mozku a séru a

mnoZzstvi dopaminu v nucleus accumbens.

Al Zviiata
Potkani samce kmene Wistar (Konarovice) o hmotnosti 250-300 g. Kazdy potkan byl pouzit

pouze jednou.

B/ Latky

V glutamatergnim modelu jsme pouZili 2 subanestetické davky ketaminu — nizsi (9 mg/kg) a
vysSi (30 mg/kg). Ob¢é dvé davky jsme pouzili jak v behavioralnich, tak v qEEG
experimentech. Subanestetické davky ketaminu jsou klasickymi reprezentanty modelovani jak
pozitivnich (napf. hyperlokomoce), tak kognitivnich ptiznakd (napi kognitivni deficit
Vv AAPA). Glutamatergni model je taktéZ nejastéji pouzivan Kk predikci antipsychotického
ucinku. Jako latku s potenciondlnim antipsychotickym uc¢inkem, kterda méla normalizovat
zmény navozené subaneStetickym ketaminem jsme na zakladé literatury vybrali agonistu

metabotropnich glutamatergnich 2/3 receptora LY 379 268 v davce 3 mg/kg (Imre et al, 2006).

V serotonergnim modelu jsme pouzili n¢kolik davek parcialniho agonisty 5-HT2A/C a 5-
HT1A/B receptoru 2C-B. V behavioralnich experimentech jsme pouzili 4 davky 2C-B: 2,5
mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg a 50 mg/kg, v qEEG experimentech pouze davky 10 a 50 mg/kg.
2C-B patti do skupiny fenyletylaminovych halucinogent, kteti dobfe modeluji pozitivni
piiznaky, zejména deficit v senzorimotorickém zpracovani. Vzhledem k tomu, Ze se dopamin
podili na stimulaénim ucinku drog, regulaci senzorimotorického zpracovani a adiktivnimu
potencialu, zjistovali jsme dal do jaké miry 2C-B stimuluje vydej dopaminu v nucleus

accumbens.

V dopaminergnim modelu jsem pouzili amfetamin v davce 4 mg/kg. Dopaminergni modely
simuluji zejména pozitivni symptomatiku psych6z. Pomoci tohoto modelu je mozneé studovat

vliv dopaminu na behavioralni a EEG zmény.

C/ Test otevireného pole — lokomo¢ni aktivita
Test otevieného pole je nejCastéji pouzivany test ke sledovani spontanni aktivity zvifat.
Kromé samotné lokomoce se v ném hodnoti i jiné behavioralni prvky — napi. ¢as traveny

v ruznych ¢astech arény, Cenichani, ¢isténi apod. Hyperaktivita je Casto pozorovana po
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aplikaci stimulacnich drog a NMDA agonistli a souvisi s nadmérnou funkci dopaminergniho
systtmu v mesolimbické oblasti. Test otevieného pole se sklada z Etvercove arény o
rozmérech 68 x 68 x 30 cm, Kterd je rozdélena na nékolik identickych ¢tverct. Byva umisténa
Vv odhlu¢néné a rovnomérné osvétlené mistnosti. Po aplikaci latky je potkan umistén
doprostied arény, odkud je jeho aktivita (chovani, lokomoce) snimana pomoci elektronického
systému Ethovision Color Pro v.3.1.1. Déle Ize hodnotit lokomoci v 5-ti minutovych
intervalech, frekvenci vyskytu a dobu stravenou v jednotlivych zonach.

D/ Test senzorického zpracovani informaci — prepulsni inhibice Ulekové reakce (PPI
ASR) a akusticka ulekova reakce (ASR)

PPI ASR je reakce, pii Které slabsi akusticky podnét (stimul) zeslabuje tlekovou odpovéd’ na
nasledny (zpravidla silnéjsi) akusticky podnét. Tato zeslabena reakce je métitkem adaptace a
jeji deficit naznacuje neschopnost filtrovat irelevantni podnéty. PP1 ASR se métila v boxech
firmy SR-LAB. Intenzita Sumu pozadi byla 62 dB. Aklimatiza¢ni doba trvala 5 minut, poté
nasledovalo sekvence 4 typt sekvenci podnétu v pseudonahodném poradi. 1/ tlekovy podnét
p120 — 120dB, 20 ms trvani; 2/ pfedpodnét (prepulz) + ulekovy podnét ppl13 — 13 dB nad
Sum 3/ samotny piedpodnét pl3 4/ zadny podnét. Celkové béhem jednoho pokusu bylo
aplikovano 20 sekvenci s intervalem 30 sekund. Mimo prepulsni inhibici se hodnotila Ulekova

reakce potkanii na samotny ulekovy podnét (120 dB).

E/ Hodnoceni elektrické aktivity pomoci kvantitativniho EEG
Metodika se sklada ze tii krokti: 1/ implantace elektrod 2/ registrace EEG 3/ analyza zaznamu.
Kortikalni elektrody implantujeme do 3 oblasti mozku — nad frontalni, parietalni a temporalni

ktru.
1/ Implantace elektrod:

Sedm dni pied registraci EEG bylo potkanim v celkové isofluroanové/halothanové anestézii
stereotakticky implantovano 14 stfibrnych elektrod (12 aktivnich + referen¢ni + zemnici).
Elektrody byly implantovany na povrch kortexu a pfipevnény pomoci zubniho cementu.
Stereotaktické koordinaty byly nasledujici: frontalni asociaéni kortex (F3/4): 5,0 mm
anteriorné (A), £2,0 mm lateraln¢ (L) od bregmy, primarni motoricky kortex (C3/4): 2,2 mm
A, £3,2 mm L od bregmy, parietalni asocia¢ni kortex (P3/4): 3,8 mm posteriorné (P), £2,5
mm L od bregmy, parietalni asocia¢ni kortex (P5/6): 4,5 mm P, 4,5 mm L od bregmy,
spankovy asociacni kortex (T3/4):3,6 mm P, £7,2mm L od bregmy, sekundarni sluchovy
kortex (T5/6): 8,8 mm P, £5,8 mm L od bregmy, referenéni elektroda (REF): subduralni
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lokalizace nad Ccichovy lalok, zemnici elektroda (GND): subkutanni implantace nad
okcipitalni oblast. Po operaci byla zvitata umisténa do vlastnich akvarii, kde setrvala do dne

registrace EEG.

2/ Nahravani EEG:

V den EEG pokusu byli potkani zapojeni pomoci kabelu k digitdlnimu zesilovaci
(BrainScope, Unimedis, Praha). Nahravani trvalo celkem 45-100 minut v zavislosti na
kinetice latky. Béhem registrace se mohli potkani volné pohybovat po svém akvéariu (boxu).
Po 10 minutovém klidovém zdznamu byla potkantim aplikovana latka — bud’ ketamin nebo
2C-B. V pripad¢ registrace dvou latek (Fujakova et al, 2014) byl nejdiiv administrovan
agonista LY 379268 a teprve 10 minut poté ketamin. Pouze u studie od Fujakova et al, 2014
bylo po celou dobu registrace u potkani zaznamenéavano chovani programem Activities, kde
aktivni chovéani zahrnovalo béhani, chozeni, ¢isténi, lezeni na sténu akvaria, stereotypie,
ttepani hlavou apod. a pasivni se skladalo z jinych, drobnych aktivit/inaktivit (napf. imobilita,
¢enichani bez pohybu téla, malé pohyby hlavou). Pii podezieni na spanek byli potkani buzeni.
V pfipad¢ pouziti programu Activities byly ndsledné analyzovany Useky odpovidajici jak
pasivnimu, tak aktivnimu chovani (pouze u glutamatergniho modelu, publikace Fujakova et
al, 2014)

3/ Analyza EEG signélu:

Analyza probihala pomoci programu WaveFinder (UniMedis), kde byly oddéleny tuseky
aktivniho a pasivniho chovéani. Béhem oddélovani usekii byl pouzit ptislusny FIR (Finite
Impulse Response) filtr. Useky odpovidajici pasivnimu/aktivnimu chovani byly nasledn&
prevedeny do softwaru Neuroguide v.2.4.6 (Applied Neuroscience Inc.). Vlastni analyza
zahrnovala porovnavani 2 usekl v ramci jednoho zvitfete — tj. usek ptred aplikaci latky (tzv.
kontrolni Gsek, prvnich 10 minut) a Gsek po aplikaci latky/latek. Useky po aplikaci
latky/latek byly vybrany na zakladé kinetiky latek -tj. béhem zbyvajicich 65 minut (pro 2C-B
10 nebo 50 mg/kg), 35 minut (amfetamin 4 mg/kg ) nebo 90 minut (ketamin, LY379268)). V
kazdém tseku bylo peclivé visualné selektovano nékolik epoch nejvic odpovidajici dané
situaci. Vybrané epochy musely byt Cisté od artefaktt, s minimalni délkou 30 sekund a
maximalni délkou 3 minuty. Po peclivém vybéru reprezentativnich tisekli prosla data rychlou
Fourierovou transformaci (FFT). Z kazdého analyzovaného tseku se néasledné vypocitaly
absolutni a relativni vykonové spektra mezi 1 a 40 Hz s rozliSenim 0,5 Hz. Vykonové spektra
jednotlivych elektrod a elektrodovych part byly vypocitiny v nasledujicich frekvencnich

pasmech: delta (1-4 Hz), theta (4-7 Hz), alfa (8-12 Hz), beta (12-25 Hz), vysoka beta (25-30
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Hz) a nizkda gamma (30-40 Hz). EEG koherence tj. kvantitativni méfeni shody mezi dvéma
EEG signdly naméfenymi nad riznymi oblastmi mozku, se vypocitaly pro 30
intrahemisferalnich elektrodovych parta (F3-C3, F3-P3, F3-P5, F3-T3, F3-T5, C3-P3, C3-P5,
C3-T3, C3-T5, P3-P5, P3-T3, P3-T5, P5-T3, P5-T5, T3-TS5 na levé hemisféte a analogicky na
pravé) a 6 inter-hemisferalnich elektrodovych part (F3-F4, C3-C4, P3-P4, P5-P6, T3-T4, T5-
T6).

F/ Farmakokineticka studie

V kinetickych studiich byla potkaniim intraperitonealné aplikovana jedna davka ketaminu 30
mg/kg a nasledné bylo potkanlim odebrano sérum a mozkova tkan v intervalech 5, 10, 20, 30,
60, 120 a 240 minut po aplikaci. Vzorky séra a mozky byly analyzovany pomoci plynoveé

chromatografie - hmotnostni spektrometrie (GC-MS).

G/ Mikrodialyzaéni studie

Sedm dni pied vlastni mikrodialyzou byla potkanim zavedena vodici kanyla, jejiz poloha
byla 1,2 mm anteriorné, 2,0 mm laterdln¢ a -6,0 mm vertikdlné¢ od bregmy pro nukleus
accumbens shell a 2,0 mm anteriorn¢, 1,2 mm lateraln¢ a -6,2 mm vertikalné od bregmy pro
nukleus accumbens core. Po tydenni regeneraci byla v den experimentu zavedena dialyzacni
proba. Po napojeni vSech potkanl se dand oblast 60 minut proplachovala s 20 minutovym
sbirdnim dialyzata (baseline). Po 60 minutach byla aplikovana latka 2C-B 25 mg/kg s.c. a
nasledné bylo odebrano u kazdého zvitete 12 vzorki (opét s 20ti minutovymi intervaly). Po
skonceni odbéru vzorkid byli potkani mozky fixovany v 10% formalinu Nasledné se urcila
spravna polohy mikrodialyzacni proby. Pomoci kapalinové chromatografie - hmotnostni
spektrometrie (LC-MS) byla zméfena hladina dopaminu a jeho metabolitd - kyseliny
homovanilové (HVA), 3-metoxytyraminu (3-MT) a kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové
(DOPAC).
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4. VYSLEDKY:

A/ Glutamatergni model

Z nasich vysledku vyplyva, ze pouze vysSi subanestetickd davka ketaminu (30 mg/kg)
zpusobovala hyperlokomoci. Zaroven vSak obé dvé davky (9 1 30 mg/kg) indukovaly deficit
v PPl a snizovaly ASR. Agonista mGlu2/3 LY379268 3 mg/kg normalizoval ketaminem-
indukovanou hyperlokomoci, avSak prohluboval ketaminem navozeny deficit v PPI (u obou
davek). Samotny agonista zptusoboval deficit v PPl. Zmény v EEG experimentu odpovidaly
farmakokinetice ketaminu — tj. nejvic byly patrné 10-15 minut po aplikaci. Ve vykonovém
spektru béhem kterého se nesledovala behavioralni aktivita (Palenicek et al, 2013), ob& dvé
davky ketaminu (tj. 9 a 30 mg/kg) zvySovaly absolutni vykon v delta, beta a gamma pasmu.
VySSi davka navic indukovala zvySeni ve vykonu ve vSech frekvencnich pasmech nad vSemi
elektrodami. Pfi podrobné analyze vlivu chovani na EEG zmény se ukazalo, Ze v
behavioradlné aktivnich usecich dochazi ke zvyseni ve vSech frekvencnich pasmech a v theta a
alfa koherencich. Analyza behaviordlné neaktivnich usekiu (u ketaminu 30mg/kg) odhalila
snizeni v nizkofrekvenc¢nich pasmech a zvySeni v gamma pasmu. Taktéz tato davka zptsobila
povSechné sniZeni intra- a inter-hemisferélnich koherenci (obrazek 1.). Agonista mGlu2/3
Caste¢né normalizoval zmény ve vykonovém spektru a EEG koherencich, jeho aplikace vSak

vedla ke zvyseni koherenci ve vysokofrekvencnich pasmech.

B/ Serotonergni model

V naSich pokusech jsme dosli k zavéru, ze serotonergné puisobici latka 2C-B v davkach
10mg/kg, 25mg/kg a 50 mg/kg indukovala hypolokomoci (po 15 minutidch od aplikace)
nésledovanou hyperlokomoci (po 60 minutach od aplikace). Dale jsme potvrdili, Ze vSechny
davky 2C-B zpuisobily deficit v PPI a na pocatku piasobeni snizovaly Ulekovou reakci. V
mikrodialyza¢nim experimentu jsme ukazali, Ze latka 2C-B v davce 25 mg/kg zvySovala
dopamin v NAc a sniZzovala hladinu metabolitu DOPAC a zvySovala hladinu metabolitu HVA
a 3-MT. V EEG spektralni analyze doSlo k poklesu vykonu ve vysokych frekven¢nich
pasmech u davky 10 mg/kg ve vSech méfenych intervalech. U vy3si davky 2C-B 50 mg/kg
doslo k podobnym zménam jako u niZsi davky, navic se mezi 55-65 minutou objevil narist
vykonu v theta pasmu — tj. opét se potvrdil bifazicky efekt. V koherencich byl patrna trvala
diskonekce po nizsi davce 2C-B 10 mg/kg oproti vyssi davce. U této davky (50 mg/kg)

dochazelo ke zvySeni konektivity ve vyssich ¢astech spektra (tj u beta a gamma pasma).
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C/ Dopaminergni model

V behaviorélnich testech amfetamin vyvolaval hyperlokomoci, snizoval ASR a zpusobil
deficit v PPI. Amfetamin vyznamné zvysil primérny vykon v pasmech theta a alfa nad
parietalnimi elektrodami obou hemisfér. EEG koherence byly po aplikaci latek zvySeny

zejména v pasmech theta a alfa, méné i v pasmech beta, vysoka beta a gama.

Obrazek 1. Signifikantni zmény v EEG koherencich — vSe porovndvano s epochami pied
administraci latek. Vyznamné zmény (zvySeni/snizeni) v EEG koherencich béhem
behavioralni inaktivity u vehikula, ketaminu 30 mg/kg, LY379268 3 mg/kg a kombinace
ketaminu a LY379268. Cervena znadi zvyseni koherenci, modra zna¢i sniZeni koherenci.

Tloustka ¢ary znadi statistickou vyznamnost (parovy t-test).

I
s
delta (1 - 4 Hz) theta (4 - 8 Hz) alpha (8 - 12 Hz) beta (12 - 25 Hz) high beta gamma (30 - 40 Hz)
(25 - 30 Hz)
|_
=2
delta (1 - 4 Hz) theta (4 - 8 Hz) alpha (8 - 12 Hz) beta (12 - 25 Hz) high beta (25 - 30 Hz) gamma (30 - 40 Hz)
)
- |
delta (1 - 4 Hz) theta (4 - 8 Hz) alpha (8 - 12 Hz) beta (12 - 25 Hz) high beta gamma (30 - 40 Hz)
(25 - 30 Hz)
.|
|—
¢
delta (1 - 4 Hz) theta (4 - 8 Hz) alpha (8 - 12 Hz) beta (12 - 25 Hz) high beta gamma (30 - 40 Hz)
(25 - 30 Hz)
p<0.05 p<0.025 <0.01
© ® o ) —— )

15



5/ DISKUZE A ZAVERY

V této praci jsem prezentovala vysledky naSich studii zaméfenych na farmakologické
animalni  modely psychéz. V téchto modelech jsme hodnotili parametry chovani,

senzorimotorického zpracovani a elektroencefalografické nélezy.

NaSimi behavioralnimi pokusy jsme potvrdili vérohodnost glutamatergniho a
serotonergniho modelu schizofrenie, kdy hyperlokomoce je odrazem pozitivnich symptomu
psychozy (Lipska a Weinberger, 2000). Mensi davka ketaminu (9 mg/kg) navozovala
hypolokomoci, kterd je pravdépodobné odrazem pocatecni ataxie pozorované u psychedelik
(Palenicek et al, 2010). Blokadou ketaminem-navozené (30 mg/kg) hyperlokomoce by mohl
mit agonista mGlu2/3 receptorti potencionalni antipsychoticky ucinek. V serotonergnim
modelu zptsobila latka 2C-B pocatecni hypolokomoci nasledovanou hyperlokomoci, ktera
souvisela s ocekdvanou nejvyssi mozkovou koncentraci a schopnosti 2C-B uvoliovat
dopamin (Rohanova et al, 2008). Hypolokomoce nasledovana hyperlokomoci stejné¢ jako
zéavislost u¢inku na Case a davce je popisovana taktéz u jinych psychedelik (Palenicek et al,

2010).

Dale jsme potvrdili, ze téméf vSechny davky 2C-B a obé dvé davky ketaminu narusuji
PPI. Deficit v PPI souvisi s naruSenym dopaminergnim a serotonergnim pienosem a reflektuje
zmény v informaénim zpracovani (Swerdlow et al, 2003). Piekvapujicim zjisténim byla
neschopnost agonisty mGlu2/3 receptori nenormalizovat naruSenou PPI v glutaméatergnim
modelu. Vzhledem k tomu, Ze samotny agonista zptisobuje deficit v PPI, Ize prohloubeni PPI

deficitu vysvétlit jako prosté secteni ucinku téchto dvou latek.

V dalSich ¢astech naSich experimenti jsme se zaméfili na to, jakym zpusobem
v8echny farmakologické modely schizofrenie méni parametry kvantitativnino EEG — spektra
a koherence.

V serotonergnim a dopaminergnim modelu nartst theta vykonu po 2C-B, theta/alfa
vykonu po amfetaminu a pokles ve vysokofrekvenénich pasmech po aplikaci 2C-B
pravdépodobné odrazi jejich lokomoc¢ni aktivitu (Young 1988) a zvySenou bd¢lost
(Ambrosini et al. 1994). Bd¢lost a pozornost u potkani zostfuje jejich vysoce vyvinuty
olfaktoricky systém a zaroven tvoii hipokampalni theta aktivitu. Z tohoto hlediska lze usoudit,

Ze vzhledem k tomu, Zze ve stejny Cas dochazi k nejvys$imu vydeji dopaminu odrazi theta
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aktivita neurobiologicky substrat téchto zmén. ZvySené koherence po 2C-B 50 mg/kg (a po
amfetaminu) mohou mit opét souvislost s jejich hyperlokomo¢nim tG¢inkem a mohou byt
vztahovany ke zvySeni dopaminu v NAc u psychozy. Zvyseny dopamin mize napomahat
disrupci sensorimotorickeho zpracovani (Geyer et al, 2001) a ptispivat k jeho potencialu
indukovat psychotické symptomy (Vollenweider et al, 1999). Stejny uéinek — tj. zvySeni
celkové funkéni konektivity- byl pozorovan i v nedavnych studiich s lidskymi dobrovolniky
(Driesen et al, 2013; Carhart Harris et al, 2013). Naopak sniZeni koherenci u davky 2C-B 10

mg/kg se spise jevi jako nedostate¢né k navozeni diskonekce.

V glutamétergnim modelu, kde se nesledovala behavioralni aktivita, dochazelo ke
zvySeni v delta a gamma pasmu, coz pravdépodobné souvisi s hyperlokomoci. Podobne
zmény jsou pozorovany u SCHZ pacienti (Moran a Hong 2011, Venables et al, 2009).
V souladu s predchozimi studiemi (Nagy et al, 2016, Dworak et al, 2011) jsme potvrdili, ze v
obou naSich studiich (analyzovana vs neanalyzovana beh. aktivita) a u vSech latek vyplynulo
zvySeni vykonu v gamma pasmu. Z toho lIze dojit k zavéru, Ze gamma aktivita je
charakteristicka pro latku samotnou a je nezavisla na behavioralni aktivité. ZvySeni koherenci
— zejména patrné u davky 30 mg/kg — opét odpovida spiSe akutnimu psychotickému stavu
pozorovaného u lidskych dobrovolniki (Driesen et al, 2013; Carhart Harris et al, 2013). Zcela
z4sadnim a novym vysledkem bylo, ze analyza EEG koherenci v behaviordlné neaktivnich
Usecich odhalila sniZeni koherenci, které naopak spiSe odpovida vétsiné studii u SCHZ
pacientii. RovnéZ uplné nové zjisténi bylo, ze agonista mGlu2/3 toto snizZeni v koherencich po

ketaminu normalizoval.

Na zakladé naSich experimentli muZeme konstatovat, ze kazdy nami pouzité modely
mohou slouzZit jako modely psychdézy. Z tohoto hlediska naSe behavioralni a QEEG

experimenty mohou taktéz prispét k testovani potencialnich latek s antipsychotickymi G¢inky.
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