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1. Abstrakt

Prostorova navigace, koordinace a behavioralni flexibilita
patfi mezi kognitivni funkce, které byvaji casto narusené u mnoha
neuropsychiatrickych onemocnéni. K jejimu studiu slouzi animalni
modely s farmakologickou ¢i genetickou manipulaci, jez Ize testovat
v behavioralnich ulohach. Nasim prvnim cilem bylo objasnit vliv
interakce mezi B-adrenergnim  a  oy-adrenergnim  ¢i
D,-dopaminergnim systémem na kognitivni funkce potkani. V obou
ptipadech doslo k naruseni prostorové navigace a koordinace zvirat
jiz pii koaplikaci subterapeutickych davek danych antagonist. Nase
poznatky mohou mit dopad i na klinickou praxi vzhledem k rozsiteni
danych typt latek. Dalsi studie byla zaméfena na urceni efektu
MK-801 (model schizofrenie) na behavioralni flexibilitu v bludisti
Koloto¢ a Morrisové vodnim bludisti (MWM). Bludisté Koloto¢ se
zda byt senzitivnéj$i na dany deficit, doslo k naruseni vykonu
potkanu jiz od davek 0,08 mg/kg oproti 0,10 mg/kg v MWM. Nase
nejnovEjsSi prace zkoumala vliv redukované exprese Nogo-A
proteinu na prostorovou navigaci a behavioralni flexibilitu potkant.
Baterie testi v bludisti Koloto¢ prokazala poskozeni danych
parametri, v MWM nebylo pozorovano poskozeni pracovni paméti.
Nogo-A knock-down potkani mohou pfedstavovat endofenotyp

podobny schizofrenii.

Kli¢ova slova: prostorovd navigace, behavioralni flexibilita,

adrenalin, dopamin, interakce, MK-801, Nogo-A, schizofrenie



2. Abstract

Spatial navigation, cognitive coordination and behavioral
flexibility belong amongst cognitive functions, which play a role in
many neuropsychiatric disorders. Behavioral tasks have proved to be
useful paradigms to test these functions in pharmacological or
genetic animal models. First aim was to determine a potential
interaction  between  B-adrenergic and  os-adrenergic  or
D,-dopaminergic systems. Spatial navigation and coordination were
impaired in both studies during co-aplication of subthreshold doses
of drugs. Used substances belong to group of widely prescribed
drugs, thus our results could be implicated in clinical practice.
Another study examined an acute effect of MK-801 (animal model
of schizophrenia) on behavioral flexibility in Carousel maze and the
Morris water maze (MWM). Carousel maze showed higher
sensitivity with impairments from 0.08 mg.kg-' compared to 0.10
mg.kg-' in MWM. The final experiment aimed at testing the effect of
reduced expression of Nogo-A protein on spatial navigation and
behavioral flexibility of rats. A battery of tests in the Carousel maze
revealed impairment in cognitive functions, MWM showed
unaffected working memory of rats. Our results support the
hypothesis linking Nogo-A knock-down rats with neuropsychiatric

symptoms and cognitive disorders.

Key words: spatial navigation, behavioral flexibility, adrenalin,

dopamine, interaction, MK-801, Nogo-A, schizophrenia



3. Uvod

Prostorova navigace potkand je modelem chovani pro
studium vysSich kognitivnich funkci (bd€lost, pozornost, uceni,
pamét’ aj.). Jedna se o zvifeci model (Eichenbaum, 2001) ¢i odlisnou
diléi slozku lidské deklarativni paméti (Morris, 2013). Pfi navigaci
v dynamickém prostiedi se mimo jiné uplatiiuji kognitivni
koordinace, tedy zpracovani vice informacnich tokli a posouzeni
jejich relevance pro feSeni Ulohy (Kubik and Fenton, 2005;
Wesierska et al., 2005), a behavioralni flexibilita, neboli schopnost
prizplsobit se ménicim se podminkam prostiedi (Burghardt et al.,
2012).

Tyto procesy jsou zavislé na mnoha systémech
neuropfenasecl a jejich naruseni muze ustit
V riizna neuropsychiatrickd onemocnéni (Myhrer, 2003). Mezi
nejdulezitéjsi modulatory kognice nalezi systém biogennich amint
(noradrenalin, dopamin) a glutamatergni systém (von Bohlen und
Halbach and Dermietzel, 2006). K bliz§imu studii kognitivnich
funkci 1ze pouzit animalni modely s vyuzitim manipulace se systémy
neuropienasecti podilejicich se na rozvoji konkrétni poruchy.
Pribyvaji vsak také modely cilené na specifické proteiny mozku, ve
snaze objasnit jejich tlohu v etiologii daného onemocnéni, napiiklad
Nogo-A protein a jeho vliv na neuropsychiatricka onemocnéni
(Schmandke and Schwab, 2014).



4. Cile prace

4.1 Otestovat vliv pripadné interakce neuropienaSecovych
systému na prostorovou navigaci a koordinaci potkani

a) Aplikace B-blokatorti ovliviiuje behaviordlni funkce
véetné uceni a paméti. U o, antagonisti tak silny efekt pozorovany
nebyva. Je mozné, Ze kombinaci o; i [ antagonismu dojde k
poskozeni kognitivnich funkci jiz pii davkach, které samy o sobé
zadny pozorovatelny deficit nevykazuji?

b) Je znamo, Ze existuje interakce mezi D, receptory a oy
adrenoceptory  zpusobujici poruchy prostorové navigace a
koordinace testovanych zvitat (Stuchlik et al., 2008), lze podobnou

interakci pozorovat také mezi D, a [ receptory?

4.2 Stanovit akutni efekt MK-801 na kognitivni flexibilitu ve
dvou behavioralnich alohach, srovnani

MK-801 slouzi jako farmakologicky animalni model
schizofrenie. Jednim z jejich ptiznaki je také naruSend behavioralni
flexibilita a lokomoc¢ni zmény. Pokusili jsme se stanovit davkovou

zavislost téchto ucinkt ve dvou zavedenych tlohach.

4.3 Ur¢it vliv mutace genu Nogo-A na behavioralni flexibilitu,
mozZny geneticky model schizofrenie

Tato mutace je spjata s fenotypem schizofrenie. Projevi se
poskozenim prostorové navigace a behavioralni flexibility v baterii

testd v bludisti Koloto¢ ¢i Morrisoveé vodnim bludisti?



5. Metodika

5.1 Bludisté Koloto¢

Bludist¢ Koloto¢ (tloha aktivniho se vyhybani mistu) je
tvofeno vyvySenou kruhovou arénou, kterd rotuje po sméru
hodinovych rucicek. V soufadnicovém systému mistnosti je
definovany zakazany sektor (60 stupiiti), pfi jehoZ naruseni je potkan
potrestan mirnym elektrickym Sokem. Sektor je vSak pro zvire
neviditelny, pro spravné feSeni Ulohy je nutné rozliSit mezi
orientanimi body v aréné a mistnosti a vybrat relevantni
soufadnicovy systém pro navigaci (prostorova orientace a kognitivni
koordinace). Uceni typicky probiha béhem 20-minutovych sezeni po
dobu 4 dnd.

Béhem testovani lze také vyuzit ulohu preuceni (reversal),
béhem niz dojde ke zméné pozice zakazaného sektoru o 180°. Slouzi
k testovani behavioralni flexibility. V posledni studii byla pouZita
specialni baterie testll s postupné nartstajicimi kognitivnimi naroky
na testovaného jedince (pasivni vyhybani na stabilni aréné, pasivni
vyhybani ve tmé, aktivni vyhybani ve vod¢, aktivni vyhybani,
aktivni vyhybani — reversal).

Hodnoti se pocet vstupii do zakdzané oblasti (schopnost
teSeni ulohy), cas do prvniho vstupu (dlouhodoba pamét’), nejdelsi
Cas mezi dvema vstupy (pracovni pamet), cas straveny v zakdzaném
sektoru a procedurdlni aspekty celkovd nachozend drdha

(lokomoce), index uceni (efektivita itékové reakce).



5.2 Morrisovo vodni bludisté (MWM)

MWM tvoti kruhova nadrZ naplnéna vodou zabarvenou tak,
aby byla neprtihledna. V nadrzi se nachazi tésné pod vodni hladinou
neviditelny ostriivek (10cm), ktery slouzi jako cil pro potkana, jez je
vpustén do vodniho bludi$té a snazi se z né& uniknout. Pozice
ostrivku je definovana vzhledem k navigaénim bodtim v mistnosti.

Hodnotime drahu k nalezeni ostrivku (pracovni ¢i
referenni pamét), drdahu k nalezeni ostruvku pii kontrolnim testu
s viditelnym ostrivkem (proceduralni vlivy), preferenci cilového
kvadrantu (pamét).

Ve treti studii byla vyuzita verze pro dlouhodobou pamét
skladajici se z 8 plaveb po 15minutdich po dobu 5 dnid. Pozice
ostrivku byla neménna v ramci jednoho dne, ménila se vSak mista
startu. Také tato Gloha byla doplnéna o reversal testujici kognitivni
flexibilitu.

Ve étvrté studii jsme vyuZili verzi delayed-matching-to-
place, ktera testuje pracovni pamét’ po jedné epizodé uceni. Ostrivek
ma kazdy den jiné umisténi a hodnoti se draha k nalezeni ostrivku
béhem druhé plavby (intervaly mezi plavbou 1 a 2 mohou byt 15

sekund, 20 minut nebo 120 minut).



6. Vysledky

6.1 Synergismus mezi a;- a f-adrenergnim systémem

Béhem systémové koaplikace podprahovych davek
prazosinu (oy-blokator) a propranololu (B-blokator) pied testem
doslo ke zvySeni v poctu vstupii do zakdzané oblasti (Obr.1),
zkraceni casu do prvniho vstupu a nejdelsiho casu mezi 2 vstupy jiz
ptfi kombinaci nejniz§ich koncentraci latek. Ke snizeni motorické

aktivity doslo pouze pfi aplikaci nejvy$sich davek antagonistu.

30 *
Il KONTROLA _L

25 [] PROPRANOLOL 5mglkg * *
[_] PROPRANOLOL 20mg/kg
20 *

15

A i

KONTROLA PRAZOSIN 1mg/kq PRAZOSIN 2mglkq

Pocet vstupu

%)l

o

Obr.1 Pocet vstupii do zakdzané oblasti pri koaplikaci prazosinu a

propranololu. Prevzato z Petrasek et al., 2010.

6.2 Interakce mezi p-adrenergnim a
D, - dopaminergnim systémem

Béhem systémové koaplikace podprahovych davek
propranololu a sulpiridu (D,-antagonista) pied testem doslo
k synergii pfi zhorSeni v nejdelsim case mezi dvéma vstupy (Obr.2)

po podani 20mg/kg propranololu s 5 i 30mg/kg sulpiridu. Byl také
10



pozorovan trend ke zhorSeni v poctu vstupiu. K mirnému poklesu

lokomoce doslo pfi koaplikaci obou latek.

Nejdelsi ¢as mezi dvéma  OPr2 Neidelsi cas mezi

vstupy dvéma vstupy — pri

koaplikaci propranololu
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5 $ z Prokopova et al., 2012.
Z
5 057
3
B
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[}
3
=
@ -0,57
oL
[}
z
-1,0

T T T
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6.3 Stanoveni efektu MK-801 na kognitivni flexibilitu

Po systémové aplikaci MK-801, nekompetitivniho
antagonisty NMDA receptord, doslo ke zhorSeni vykonu potkant
v MWM v davkach 0,10-0,15 mg/kg - naruSeni v uloze preucent,
snizena preference cilového kvadrantu. V bludisti Koloto¢ doslo po
systémové aplikaci MK-801 ke zhorSeni v poctu vstupii (Obr. 3) a
Case straveném V zakdzaném sektoru od davky 0,08 mg/kg. K
poskozeni v nejdelsim ¢ase mezi dvéma vstupy doslo od 0,12 mg/kg,

vSechny davky zvySovaly lokomoci (kromé 0,05 mg/kg).

11
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Obr.3 Vliv MK-801 na pocet vstupii (pocet chyb) béhem ulohy

preuceni v bludisti Kolotoc.

6.4 VIiv mutace genu Nogo-A na behavioralni flexibilitu

Béhem testu pracovni paméti v MWM nebyl prokazan
zadny signifikantni deficit u Nogo-A knock-down potkant. Ve
specialni baterii testd v bludisti Koloto¢ bylo patrné signifikantni
zhorSeni v poctu vstupii @ maximalnim case mezi dveéma vstupy
béhem pozdni faze baterie testt (nejvice u ulohy preucent) spole¢né

se vzrlstajicimi naroky na kognitivni flexibilitu (Obr. 4).

12
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Obr. 4 Vliv knock-down genu Nogo-A na behavioralni flexibilitu —
pocet vstupii do zakdzaného sektoru (pocet chyb) a nejdelsi cas mezi

dvéma vstupy. Prrevzato z Petrasek et al., 2014.
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7. Diskuze

6.1 Synergismus mezi a;- a f-adrenergnim systémem

Pfestoze se vlivem noradrenergniho systému na kognitivni
funkce zabyvd mnoho vyzkumnych skupin, nemame zatim piili§
udaji o pfipadné interakci jednotlivych neuropfenasecovych
systémt. Pfitom jednotlivé systémy neptisobi v mozku izolovang.
Soucasna aplikace a;- a B-antagonistti narusila prostorovou navigaci
a kognitivni koordinaci zvifat v bludisti Koloto¢ a to jiz v nejnizsich
podprahovych  davkach. Jednim =z moznych vysvétleni je
pravdépodobné oslabena noradrenergni stimulace v hipokampu,
struktufe nezbytné pro plnéni dané ulohy (Kubik et al., 2006).
Noradrenergni systém ma vyznamny podil na utvafeni paméti
v hipokampu a jeji dlouhodobé potenciaci, velky vliv je pficitan
hlavné B receptorum (Straube a Frey, 2003), jejichz funkce je v
tomto piipadé podporovana soubéznou aktivaci o receptort (Ferry et
al., 1999). Dalsi strukturou, pravdépodobné zapojenou do uceni pii
silné averzivni motivaci testovanych zvifat a zarovenn zavislou na
adrenergni inervaci, je amygdala (Vafaei et al., 2007). Vzhledem k
nenaruSené motorické aktivité zvifat se da predpokladat Ccisté

kognitivni deficit.

6.2 Interakce mezi p-adrenergnim a
D, - dopaminergnim systémem
V dalsi, analogické studii se podatilo prokazat akutni efekt

na lokomotorickou aktivitu a prostorové uceni a pamét’ po podani

14



propranololu a sulpiridu pfed testy. Obé latky navic vykazovaly
synergismus v ovlivnéni prostorové paméti pii koaplikaci. Jako
ptic¢ina deficitu se da opét predpokladat hipokampem ¢i amygdalou
ovlivnéna kognitivni porucha na Urovni synapse a receptord. Vliv
mohly mit také nespecifické efekty sulpiridu ¢i propranololu na
chovani zvitat, jejich kardiovaskularni systém ¢i vnimani Sokd. Zdaji
se vSak byt nepravdépodobné, nebot’ v nasich predeslych studiich
(Stuchlik et al., 2007; Stuchlik et al., 2009) i potkani po podani
nejvyssich davek propranololu a sulpiridu vykazovali normalni
lokomotorickou aktivitu (i pfes napf. hypotenzni plsobeni

betablokatoru).

6.3 Stanoveni efektu MK-801 na kognitivni flexibilitu

Vysledky této studie prokazaly po podani MK-801 naruseni
behavioralni flexibility, nikoliv vSak procesu uceni ¢i schopnosti
osvojit si ulohu. Nedostatecna behavioralni flexibilita je povazovana
za kognitivni symptom schizofrenie (Stefani and Moghaddam,
2005). Zvysena lokomotoricka aktivita byla pozorovana jiz pfi
podani nizsich davek, kdy ke kognitivnimu deficitu nedochazelo, zda
se tedy, ze neméla hlavni vliv na vykon potkanti. Ukéazalo se také, ze
davky MK-801 zpiisobujici poskozeni vykonu potkant v reverznich
ulohach jsou niz8i nez davky ovliviiujici samotné osvojeni ulohy
v bludisti Koloto¢ (Vales et al., 2006). MK-801 zde ziejmé vykazuje
preferenéni senzitivitu k reverzni konfiguraci. Uloha preuceni
Vv MWM se naopak zda byt méné senzitivni v porovnani s bludi§tém

Koloto¢, ovsem taktéz dobfe vyuzitelna.

15



6.4 VIiv mutace genu Nogo-A na behavioralni flexibilitu

V testu pracovni paméti v MWM nedoslo k zadnému
poskozeni u Nogo-A knock-down potkanti. V baterii testd v bludisti
Koloto¢, kterd je zaméfena na schopnost kontinudlni prostorové
navigace bcéhem neustdle se ménicich podminek (kognitivni
koordinace i flexibilita), se v8ak jejich vykon signifikantné zhorsil.
Piipadné nepfiznivé proceduralni vlivy na vykon potkant se zdaji
byt nepravdépodobné, nebot’ motorickd koordinace zvifat byla
neporusena, navic byla silné posilena jejich motivace (sbirani pelet).
Defekty mohou byt zplsobené poruchou v oblasti hipokampu,
struktufe s prominentni expresi Nogo-A. Je mozné, Ze optimalni
signalizace v hipokampu je zavisla na nezménéné hladiné Nogo-A,
jejiz nepfirozené zvyseni €i snizeni narusuje hipokampalni pamétové
procesy vcetné dlouhodobé potenciace. Defekty nalezi do Sir§iho
komplexu endofenotypt schizofrenie popsanych jiz diive u Nogo-A

deficientnich zvitat (Tews et al., 2013).

16



8. Zavéry

6.1 Synergismus mezi a;- a f-adrenergnim systémem
Systémova koaplikace podprahovych davek o; a

B antagonisti adrenoceptorti naruSuje prostorovou navigaci potkanti

v bludisti Koloto¢. Tento nalez by mohl mit vyznam i pro klinickou

praxi, vzhledem k c¢astému uzivani obou typt latek u mnoha

polymorbidnich pacientd.

6.2 Interakce mezi p-adrenergnim a
D, - dopaminergnim systémem

Soucasna aplikace podprahovych davek antagonisty
D, receptorit a B-blokatoru narusuje prostorovou navigaci potkani v
bludisti Koloto¢. Také sulpirid a lipofilni betablokatory patii mezi

Siroce uzivana l1éc¢iva, proto mohou mit vysledky klinickou implikaci.

6.3 Stanoveni efektu MK-801 na kognitivni flexibilitu

MK-801 narusuje kognitivni flexibilitu potkand v davce
0,10 mg/kg v MWM a 0,08 mg/kg v bludisti Koloto¢ (senzitivnéjsi
uloha). Obé¢ tulohy Ize vyuzit naptiklad pro testovani novych molekul

s antipsychotickym ¢i prokognitivnim u¢inkem.

6.4 Vliv mutace genu Nogo-A na behavioralni flexibilitu
Deficience Nogo-A proteinu naruSuje kognitivni flexibilitu

v bludisti Koloto¢, ne vsak prostorovou pamét v MWM. Nogo-A

knock-down potkani navic mohou ptedstavovat model kognitivnich

ptiznaku schizofrenie.

17
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