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Abstrakt:

Schopnost vnimat magnetické pole Zemé byla prokdzédna u tady zivocichli, vcetné
zéastupct vsech péti tiid obratlovet. O fyziologickych mechanismech tohoto smyslu vSak
vime jen velmi malo. Behavioralni, neuroetologické, fyziologické studie a studie
pouzivajici jako markery neurondlni aktivace gent ¢asné odpovédi naznadily, ze zdsadni
roli v percepci a zpracovani magnetické informace hraji trigeminalni, vestibularni a
zrakovy systém. Magneticka informace je pravdépodobné nasledn¢ integrovana s ostatnimi
sensori-motorickymi informacemi na drovni hipokampo-entorhindlniho systému. V
naprosté¢ vétSiné studii vSak byli modelovymi organismy ptaci. V této praci jsem
analyzovala neurdlni substrdt magnetické kompasové orientace u mysi kmene C57BL/6J
pomoci markera c-Fos a Egrl. Ve vSech vySe zminénych systémech jsem identifikovala
neuronalni populace reagujici na experimentalni zménu magnetického pole. Vysledky této
studie demostruji komplexni zpracovani magnetické informace na drovni centralniho
nervového systému.

Klicova slova: magnetorecepce, magneticka kompasova orientace, vestibularni systém,
trigeminalni systém, hipokampo-entorhinalni systém, zrakovy systém, hlodavci, mys, geny
casné odpovedi

Abstract:

The ability to perceive the Earth's magnetic field has been demonstrated in a variety of
animals, including representatives of all five classes of vertebrates. The physiological
mechanisms underlying magnetic field sensation, however, remain largely unknown.
Behavioral, physiological, neuroethological studies and studies using early response genes
as neuronal activation markers indicated that a major role in the perception and processing
of magnetic information play trigeminal, vestibular and visual systems. Subsequently,
magnetic information seem to be integrated with multimodal sensory and motor
information within the hippocampal-entorhinal system. In the majority of studies, however,
birds have been used as model organisms. In this work I analyzed the neural substrate of
magnetic compass orientation in the mouse strain C57BL/6J using markers c-Fos and
Egrl. | found that all the aforementioned systems contain neurons responsive to the
experimental magnetic fields. This finding demonstrates a complex processing of the
magnetic information at level of the central nervous system.

Key words: magnetoreception, magnetic compass orientation, vestibular system,
trigeminal system, hippocampal-entorhinal system, visual system, rodents, mouse,
immediate early genes



1. Uvod
Magnetorecepce je Siroce rozSifenym, ale enigmatickym smyslem. Schopnost pouZivat

magnetické pole Zemé jako voditko pro orientaci v prostoru jiz byla dokazana u fady
zivo€ich(, véetné mnoha obratlovcl (review viz Wiltschko a Wiltschko 1995, 2005, 2012;
Freake a kol. 2006; Lohmann a kol. 2007, 2010; Winklhofer 2010). Poznatky ze studii
zamérenych na orientaci a migraci ptak( umoznily vytvofit hypotézy o mechanismech
magnetorecepce (napf. Gould 1982; Lednor a Walcott 1984; Mouritsen a kol. 2004b;
Walcott 1974,1977; Wiltschko a Wiltschko 1972). Receptory magnetického pole vSak stale
nebyly spolehlivé lokalizovany (napf. Kirschvink a kol. 2001; Ritz a kol. 2002, 2004;
Wiltschko a kol. 2002). Pouziti magnetického pole pro orientaci bylo u skupiny savcil
pozorovano u netopyrl (Holland a kol. 2006; Wiltschko a Wiltschko 1995), dvou celedi
podzemnich hlodavcl (Burda a kol. 1990; Kimchi a Terkel 2001; Oliveriusova a kol.
2012) i u zastupcl epigeickych hlodavcl (Deutschlander a kol. 2003; Muheim a kol. 2006;
Painter a kol. 2013; Phillips a kol. 2013). Magnetické podminky jsou pravdépodobné
vhimany i vétSimi savci. Jako modely vyzkumu magnetorecepce slouZily také psovité
Selmy, vysok& zvér nebo skot, u kterych byla pozorovana preferovana orientace téla
(alingment) ve sméru severojizni osy magnetického pole (Begall a kol. 2008; Burda a kol.
2009; Cerveny a kol. 2011). Fyziologické mechanizmy magnetické orientace viak stale
zlistavaji stale neobjasnéné. Biofyzikalni mechanizmy transdukce magnetickych parametr(
v elektricky signal jsou nejasné a rovnéz vime jen velmi mélo o neurofyziologickém
zpracovani magnetické informace (Burger a kol. 2010; Johnsen a Lohmann 2005;
Mouritsen a Ritz 2005a; Rodgers a Hore 2009; Wiltschko a Wiltschko 2005, 2006; Wu a
Dickman 2011). Studie zaméfené na migracni chovani ptakd prinesly fadu dokladd o tom,
ze magneticky kompas je u ptakd zavisly na svétle (review viz Deutschlander a kol. 1999;
Wiltschko and Wiltschko 2005) a jeho funk&nost je mozné zasadné ovlivnit velmi slabym
radiofrekvencnim polem (Kavokin a kol. 2009; Ritz a kol. 2004; Wiltschko a kol. 2007).
Behavioralni studie zamérené na hlodavce prinesly presvédCivé vysledky o pouzivani
magnetické informace u zastupcl subterannich hlodavcl, napriklad Fucomys anselli z
Celedi Bathyergidae (Burda a kol. 1990) a Spalax ehrenbergi z Celedi Spalacidae (Kimchi a
a Terkel 2001), a zastupcl epigeickych hlodavci z ¢eledi Muridae, kiecika dZzungarského
Phodopus sungorus, nornika rudého Clethrionomys glareolus (Oliveriusova a kol. 2014) a
mysi inbredniho kmene C57BL/6J (Muheim a kol. 2006; Phillips a kol. 2013). Pro hlubsi

analyzu mechanisml magnetické orientace vSak bylo nutno zavést neurobiologické



nastroje umoznujici identifikovat oblasti CNS zapojené do procesovani magnetické
informace.

Kombinace behavioralni studie a imunocytochemické vizualizace byla poprvé
pouZzita u rypoSe Fucomys anselli (Némec a kol. 2001). Diky markeru c- Fos ze skupiny
indukovatelnych transkripénich faktorli (inducible transcription factors, ITFs) byly
detekovany magnetoresponzivni neurony v superior colliculus. DalSi studie vyuZivajici
jako markery IEGs prinesly vysledky, které vypovidaji o moZzném zapojeni
thalamofugalniho zrakového systému (Mouritsen a Ritz 2005a; Heyers a kol. 2007;
Liedvogel a kol. 2007) a hipokampu (Burger a kol. 2010; Shimizu a kol. 2004) do
zpracovavani informaci o magnetickém poli. Jak u savci, tak u ptakl jsou neustale
testovany dalSi druhy. Tyto experimenty pFinasi Casto zajimavé variace projevu schopnosti
vnimat magnetické pole Zemé. Pro studii fyziologické podstaty magnetického smyslu se
jevi vhodné vybrat snadno komercné dostupny druh ZivocCicha, ktery ma zarover
pfedpoklady pro to stdt se modelovym organismem magnetorecepce. Zvire, které se
ukazalo jako perspektivni modelovy organismus pro vyzkum prostorové a magnetické
orientace, je mys inbredniho kmene C57BL/6J. Reakce a schopnosti mysi absolvovat
tlohy v modifikovaném Morrisové vodnim bludisti byly jiz pfedtim otestovany (Gerlai
2002) a nyni byla také prokazéana jeji schopnost naucit se orientovat ve Ctyframenném
vodnim bludisti podle magnetickych voditek (Phillips a kol. 2013). V behaviorélnich
magnetorecepcnich experimentech projevuje schopnost stavét hnizdo v nauceném Ci
spontanné orientovaném sméru (Muheim a kol. 2006). Navic je vyhodou dostupnost
knockoutované varianty bez funkéniho kryptochromu, dilezZitého pro funkéni magnetickou
orientaci (Gegear a kol 2008; Liedvogel a kol. 2007; Mdller a kol. 2004; Mouritsen a kol.
2004a). O mechanismu magnetické orientace u mysi se vSak téméf nic nevi. Podle
fylogenetické pribuznosti by méla mit mechanismus magnetického kompasu shodny s
ryposem, tj. permanentné magneticky materidl — biogenni magnetit (Marhold a kol. 1997).

1.2 Magnetické pole Zemé

Planeta Zemé je zjednoduSené FeCeno obrovsky dipdlovy magnet. Magneticky vektor je
mozné rozloZit na vertikalni a horizontalni komponentu. Uhel, ktery sviraji se zemskym
povrchem, nazyvame magneticka inklinace. Nabyva hodnot od -90° do +90° od jizniho k
severnimu poélu, podobné i intenzita magnetického pole dosahuje nejvysSich hodnot na
polech. Intenzita magnetickeho pole vykazuje nepravidelné lokalni zmény. Tyto anomaélie



mohou byt zplisobeny napfiklad elektromagnetickym zéarenim ze Slunce nebo specifickym
geologickym podlozim. Vlastnosti magnetického pole podrobné popisuje mnoho
monografickych publikaci (napf. Merrill a McElhinny 1983; Skiles 1985). Navigace
pomoci magnetického pole je mozna diky informaci, kterou poskytuje gradient absolutni
intenzity a inklinace magnetického pole. Magneticky kompas vyuZivaji k orientaci nejen
tazni ptaci (review viz Wiltschko a Wiltschko 2002), ale i ryby (Quinn 1981), obojzivelnici
(Phillips 1986), morské Zelvy (Lohmann 1991) a jiZ zmifovani hlodavci (napf. Marhold
1997). Z bezobratlych Zivocichll byla zjisténa existence magnetického smyslu u vcel
(DeJong 1982), termit(i (Duelli a kol. 1978) a langust (Lohmann a kol. 1995).

1.3 Kompasova smérova orientace

Z behavioralnich experiment(l je patrné, Ze existuje vice moznych vyuziti informaci
ziskanych z parametrl magnetického pole. Schopnost kompasové smérové orientace byla
jiz mnohokrat testovana, pricemz zavéry experimentd demostruji existenci 2 typd
mechanismd magnetického kompasu - inklina¢ni a polaritni. Inklinacni kompas je zaloZen
na méfeni inklinace induk¢nich Car magnetického pole. Pomoci néj jsou Zivocichové
schopni pouze urcit, zda sméfuji k poélu, ale nerozlisi ke kterému. Vyskytuje se napf. u
ptakl( (Wiltschko a Wiltschko 1972), Zelv (Lohmann a Lohmann 1994) a obojzivelnikd
(Phillips a Borland 1994). Druhy typ kompasu je polaritni kompas, ktery umoziuje rozlisit
smér jih-sever. Tento typ kompasu byl zjistén napf. u lososd (Quinn a Brannon 1982) a
nékterych hlodavcd (Marhold 1997). Kromé kompasové orientace je mozné parametry
magnetického pole vyuZit pro navigaci pomoci tzv. "mapového smyslu™. Pozi¢ni informaci
zvife ziskava z gradientu absolutni intensity a inklinace magnetického pole. Tyto
parametry magnetického pole umozfuji, aby byl ZivoCich schopen si vytvofit
"magnetickou mapu”, diky niZ je schopen "pravé navigace" (Bingman a Cheng 2005;
Lohmann a Lohmann 2006; Pfuhl a kol. 2011; Phillips a kol. 2006; Putman a kol. 2011,
Walker a kol. 2002; Wiltschko a Wiltschko 1995, 2005, 2006; Wyeth 2010). Pravé
navigace jsou schopni ptéci (napf. Fisher a kol. 2003; Keeton a kol. 1974; Walcott 1974),
Zelvy (Lohmann a kol. 2004), Colci (Phillips a kol. 2002) a z bezobratlych napfiklad

langusty Palinurus argus (Boles a Lohmann 2003).



1.4 Fyziologie magnetického smyslu

Podstata magnetorecepce je stale velkou zdhadou smyslové biologie. Teoretické modely,
stejné jako experimentalni data naznacuji, Ze existuji dva odlisné zplsoby detekce
magnetického pole Zemé. Prvnim z nich je mechanizmus zaloZeny na soucinnosti
feromagnetickych ¢astic — jednodoménovych nebo superparamagnetickych krystalk(
biogenniho magnetitu — a mechanoreceptor(i (napf. Davila a kol. 2005; Kirschvink a Gould
1981; Shcherbakov a Winklhofer 1999; Solov’yov a Greiner 2007; Tian a kol. 2010;
Wiltschko a kol. 2010a). Jako druhy je navrhovan mechanizmus zaloZeny na magnetickym
polem modulovanych reakcich radikalovych parl. Tento mechanizmus je sprazen
s fotorecepci a patrné k nému dochazi ve specializovanych fotoreceptorech (napf. Dodson
a kol. 2013; Hogben a kol. 2009; Mouritsen a kol. 2012; Ritz a kol. 2000, 2010; Rodgers a
Hore 2009).

Magnetitova hypotéza byla testovana v experimentech s pulzni magnetizaci.
Kratky, silny magneticky pulz (5 ms, 0,5 T) ma vyrazny, dlouhotrvajici efekt na orientaci
ptak( (Holland a kol. 2013; Munro a kol. 1997; Wiltschko a kol. 2002; Wiltschko a
kol.2007) a podzemnich hlodavcli (Marhold a kol. 1997). Pravdépodobné, na biogennim
magnetitu zaloZené magnetoreceptory byly identifikovany v Cichovém epitelu pstruha
duhového, Oncorhynchus mykiss (Diebel a kol. 2000; Walker a kol. 1997). Podobné
struktury byly identifikovany ve $kafe patra horni poloviny zobaku ptakd (Fleissner a kol.
2003, 2007; Hanzlik a kol. 2000) V oobou pfipadech jsou tyto kandidatni
magnetoreceptory inervovany oftalmickou vétvi trigeminalniho nervu. Teorie o lokalizaci
magnetitovych magnetoreceptor(i v zobaku vsak byla recentné zpochybnéna (Treiber a kol.
2012).

Naopak existuje rozsahla evidence, Ze magneticky kompasovy smysl je zaloZen na
mechanizmu radikalovych par(i. Magneticka kompasova orientace ptak{ a obojzivelniki je
komplexnim zplsobem zavisla na intenzité a vinové délce svétla (Deutschlander a kol.
1999; Wiltschko a Wiltschko 2002; Wiltschko a kol. 2009; Wiltschko a kol. 2010b). V
recentnich publikacich bylo také pouZito oscilujici radiofrekvencni pole jako diagnosticky
nastroj, které specificky rusi reakce radikalovych par(, coz bylo opakované demonstrovano
desorientaci ptak( (Keary a kol. 2009; Ritz a kol. 2004, 2009; Thalau a kol. 2005;
Wiltschko a kol. 2007) ¢i hmyzu (Véacha a kol. 2009). Kryptochromy jsou dosud jediné
popsané fotopigmenty pfitomné v sitnici, schopné generovat radikalové pary (Giovani a
kol. 2003). PFitomnost kryptochrom(i v sitnici ptak( byla mnohokrat popsana (Bailey a kol.



2002; Fu a kol. 2002; Haque a kol., 2002; Mdller a kol. 2004; Mouritsen a kol. 2004a;
Yamamoto a kol. 2001). Bylo prokazano, Ze v sitnici ptakd orientujicich se magnetickym
polem Zemé v Emlenovych orientacnich klecich kolokalizuji markery neuronalni aktivace
c-Fos a ZENK s expreci Cryl (Mouritsen a kol. 2004a). Navic bylo recentné prokazano, Ze
magnetosensitivita je u octomilek, Drosophila melanogaster zavisld& na pFitomnosti
funkéniho genu pro kryptochrom (Gegear a kol. 2008, 2010). Zatimco wild-type octomilky
vykazuji v T- bludisti jasnou reakci v0ci experimentalnimu magnetickému poli, cry
deficientni (cry’ knock-out a cry® mutant) kmeny nikoli. Kryptochromy tedy velmi
pravdépodobné hraji klicovou roli nejen v magnetické kompasové orientaci ptakd, ale v
magnetosenzitivité Zivo€ichli obecng.

O procesovani magnetické informace v centralnim nervovém systému mnoho
nevime. ProtoZe magnetorecepce slouzi pfedevsim k orientaci a k navigaci, pfedpokladé se
zapojeni struktur zapojenych do zpracovavani informaci potfebnych pro pouZivani map

prostoru a dalSich kooperujicich neuronalnich populaci.

Role vestibularniho systému. Vestibularni systém je zapojen do procesovani vstupnich
informaci o poloze téla a podili se na schopnosti orientace v prostoru. Komplex
vestibularnich jader dostava vstupy z mozecku, ale kromé toho jsou zde pfijimany
informace z dal$ich smyslovych organ(l véetné proprioceptivnich vstupl (Vidal a Sans
2004). Vestibularni jadra jsou zpravidla délena na 4 hlavni jadra (superior - SuVe, lateral -
LVe, medial - MVe, spinal - SpVe) a topograficky pobliZz umisténé skupiny mensich jader.
Vestibularni nerv vede hlavni sluchovy vstup do lateral vestibular nucleus, kde se
rozdéluje na vzestupné a sestupné vétve. Vzestupné vétve nervu projikuji do superior +
medial + lateral vestibular nuclei. Sestupné vétve nervu pak projikuji do lateral + spinal
vestibular nuclei. Rada vlaken z vétvi vestibularniho nervu kromé toho vytvafi vice
paralelnich spojeni projikujici do 4 hlavnich vestibularnich jader a vytvari tak spojeni 2.
fadu. Tyto neurondlni populace pfes toto spojeni pFijimaji bud’ vstupy jednoho typu (napf.
pouze informace z horizontélni Ci vertikalni crista ampullaris, maculae staticae), nebo jsou
naopak multikonvergentni a prijimaji rlizné typy informaci (Angelaki a Perachio 1993;
Graf a Ezure 1986; Kubo a kol. 1977; Lannou a kol. 1980). Vestibularni struktury tedy
musi byt posuzovany jako ddlezité informacni spojeni prijimajici nejrliznéjsi informace
(zrakové, proprioceptivni, vestibularni), které kombinuje tyto vstupy pro kalibraci udrZeni
rovnovahy a vyvazenosti celého téla. Vestibularni systém projikuje do dorzalniho
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tegmentalniho jadra a to dale pres lateralni mammilarni jadro do thalamu, kam se dostava
informace i ze zrakového systému (Vidal a Sans 2004).

Moznost zapojeni vestibularniho systému byla zmifiovana v nékolika publikacich
zaméfenych predevsim na holuby (napf. Semm 1984). V soucasné dobé se u ptakl a
vSeobecné u obratlovcll predpoklada zapojeni vestibularniho systému do neurdlniho
okruhu navrZzeném Wu a Dickmanem (2011), ktefi predpokladaji GCast vestibularnich
vstupl z lageny na zpracovavani magnetické informace. K tomuto tvrzeni pFispiva objev
ferritinovych Castic obsaZenych ve vlaskovych burikach vnitfniho ucha (Lauwers a kol.
2013). Kromé toho bylo demostrovano, Ze funkénost vestibularniho systému u potkan( je
dalezita pro funkénost map prostoru vytvarenych v hipokampu a predevsim zde ovliviiuje
aktivitu head direction cells (Stackmann a kol. 1997, 2002).

Role trigeminalniho systému. Cely trigeminalni systém je moZné rozdélit na Cast
motorickou a sensorickou. V souvislosti s magnetorecepci je velmi ¢asto zmiriovan hlavné
sensoricky trigeminalni systém, jehoZ soucasti je trigeminalni nerv inervujici obli¢ejovou
Cast téla. Tento nerv se rozdéluje do tfi vétvi: maxilarni, mandibularni a oftalmické.
Sensorické a motorické vstupy z trigeminalnich ganglii vstupuji do mozkového kmene
spolecné, poté se rozdéli a Cast projikuje rostromedialné do mesecephalic nucleus a Cast
vstupuje do trigeminélniho traktu lateralng. Cast vstup( se dostava do principal trigeminal
nucleus (Pr5) a druha ¢ast vstupl sméfuje do spinalniho traktu, nékteré vstupy jsou zde
filtrovany. Trigeminalni sensoricka jadra vytvari nékolik skupin jader prodluZujicich se
smérem ze stfedniho mozku do spinélni Casti michy. Hlavni komplex jader sestava z
principal trigeminal nucleus a spinal trigeminal nuclei (oral + interpolar + caudal part). Z
principial trigeminal nucleus je informace dale prenaSeny do thalamu (Waite 2004).
Sensoricky trigeminalni systém je €asto zmiriovan v souvislosti s magnetickym smyslem,
protoze u ryb a ptakl byla elektrofyziologickymi metodami prokazana pritomnost
magnetoresponsivnich jednotek v trigeminalnim gangliu nebo v oftalmické vétvi
trojklanného nervu (Semm a Beason 1990, Walker a kol. 1997). U ptakd se predpokladalo
Citi informaci magnetické informace v horni Casti zobdku (Fleissner a kol. 2003, 2007;
Hanzlik a kol. 2000; Wiltschko a kol. 2010a), kterd je inervovana oftalmickou veétvi
trigeminélniho nervu, nicméné predpoklad Gcasti ferritinovych Castic obsaZzenych v horni
Casti zobdku byl zpochybnén (Treiber a kol. 2012). Neuroetologické experimenty
vyfazujici senzitivitu nervus ophthalmicus pomoci lokalni anestézie nebo bilateralni

transekce nervu presto prinadsi vysledky, které naznaCuji zapojeni trigeminalniho nervu do
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pfenosu magnetické informace do mozku (Beason a Semm 1996; Mora a kol. 2004). Byly
zde identifikovany magneto-responzivni jednotky, jejichz frekvence akénich potenciall je
ovliviiovana zménami v intenzité magnetického pole. Stejné tak experimenty zaloZené na
operantnim podmifiovani naznaCuji, Ze magnetoreceptory asociované s trigeminalnim
systémem jsou sensory intenzity magnetického pole (Mora a kol. 2004; Walker a kol.
1997) VSeobecné se tedy predpokladd, Ze hraji roli v magnetickém mapovém smyslu

(informace o geografické poloze).

Role hipokampo-entorhinalniho systému. Magnetick& informace je soucasti vstupnich
informaci o okolnim prostfedi. Lze tedy predpokladat, Ze bude zpracovavana spolecné s
ostatnimi navigacnimi daty v tzv. "rodent navigation circuit” (Burger a kol. 2010;
Touretzky a kol. 2002), a to nejen o hlodavc, ale pravdépodobné podobnym zplsobem i u
ptak(. Magneto-responzivni neurony byly identifikovany v hipokampu ptakd (Shimizu a
kol. 2004; Vargas a kol. 2006), u rypoSi Celedi Bathyergidae v superior colliculus,
hipokampu, subikulu, entorhinalni kiife a korovych i podkorovych centrech (Burger a kol.
2010; Némec a kol. 2001).

"Rodent navigation circuit" je mozné zjednoduSené roz€lenit na hipokampo-
entorhinalni systém (Moser a kol. 2008) a systém jader obsahujicich tzv. head direction
cells - neurony sméru hlavy (Taube 2007). Anatomicky je entorhino-hipokampalni systém
tvofen hipokampalni a parahipokampalni formaci (Witter and Amaral 2004).
Parahipokampalni formaci tvofi entorhindlni, postrhindlni a perirhindlni kdra.
Hipokampalni formaci tvofi gyrus dentatus, vlastni hipokampus sestavajici z cornu
Ammonis 1-3 (CA1-3), a subikulum. "Rodent navigation circuit” je systém tvoreny
strukturami, které obsahuji neurony nazvané podle informace, kterou kéduji. Zména jejich
akéniho potenciélu na specifickych mistech v prostoru tvofi informaci, ktera se podili na
spoluutvareni mapy prostoru vcetné pozice v ni. Place cells (O"Keefe a Dostrovsky 1971;
O’Keefe 1976), grid cells (Moser a kol. 2008), head direction cells (Taube 2007) a border
cells spolupracuji jako jednotky uUcCastnici se navigace v prostoru (McNaughton a kol.
2006; Sharp a kol. 2001; Samu a kol. 2009). Place cells reaguji intenzivni palbou akénich
potencialll, pokud se zvife dostane na urcité konkrétni misto alocentrického prostoru, tzv.
mistové pole (,,place field). Vlastnosti place cells maji pyramidalni neurony CAl - 3,
granuldrni bufky gyrus dentatus hipokampu, a také nékteré neurony v subikulu.
Jednotlivym place cells odpovidaji riiznd mistova pole, populace place cells tedy vytvari
vnitfni reprezentaci okoli zvifete (Muller a kol. 1991). Place place cells hipokampu maji
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napfiklad vyznamnou roli ve formovani a konsolidaci kontextové specificke episodické
paméti (Ferbinteanu a Shapiro 2003; Leutgeb a kol. 2005; Moita a kol. 2003; Wood a kol.
2000). Head direction cells, neurony reagujici na zménu polohy hlavy, byly popsany v
nékolika podkorovych centrech, postsubikulu, retrosplenialni a entorhinalni kire (Taube
2007). Posledné objevenym typem neurond jsou hrani¢ni neurony (,,border cells®).
Vyskytuji se spolu s grid cells, place cells a head direction cells v medialni entorhinalni
kire a parasubikulu. K jejich aktivaci dochazi pFi priblizeni k okraji experimentalniho
prostoru. O jejich existenci uvazoval Burgess a kolegoVvé jiz v roce 2000, ale popsany byly
aZ v nedavné dobé (Solstad a kol. 2008). Grid cells objevil recentné Hafting a kol. (2005).
Tyto typy neurond se vyskytuji v entorhinalni k(e spolu s place cells a head direction cells
(Fyhn a kol. 2004), dale také v presubikulu a parasubikulu smiSené s head direction cells a
border cells (Boccara a kol. 2010). Grid cells maji pravdépodobné z&sadni vyznam pro
odhad vzdalenosti, podili se na integraci drahy a vyrazné ovliviuji aktivitu place cells
(Moser a kol. 2008). Na tomto misté je tfeba zminit, Ze néktera centra navigacniho
systému, jakymi jsou hipokampus, anteriorni jadra talamu, mammilarni jadra a
retrosplenidlni kortex hraji rovnéz zasadni roli v kontextudlnim uceni a paméti (Aggleton a
Pearce, 2001).

Role zrakového systému. Zrakovy systém je uvazovan v souvislosti s vnimanim
magnetického pole pomoci kryptochrom(l v sitnici, které jsou hlavnimi kandidaty na
magnetoreceptory zprostfedkovavajici kompasovy smysl (Giovani a kol. 2003). Jsou
exprimovany nejen v sitnici, ale napf. i v epifyze savcl (Miyamoto a Sancar 1998;
Nakamura a kol. 2001) a ptak( (napf. Mouritsen a kol. 2004; Moller a kol. 2004). Mezi
jejich vlastnosti patfi schopnost po excitaci fotony vytvaret radikalové pary schopné
interagovat s magnetickym polem Zemé (Rodgers a Hore 2009). Predpoklada se, Ze
magneticky smysl ptakl je zavisly na svétle (Wiltschko a Wiltschko 1981), resp. jeho
vinové délce a intenzité (viz vySe). Naopak u Zelv (Light a kol. 1993; Lohmann 1991;
Lohmann a kol. 2001) a ryposd (Marhold 1997) byla demostrovana schopnost orientace v
naprosté tme.

Projekce ze sitnice do mozku jsou organizovany do paralelnich drah. Opticky trakt
projikuje do péti hlavnich podkorovych zrakovych oblasti - suprachiasmatic nucleus
(SCN), lateral geniculate (LG), pretectum, superior colliculus a accesoric optic system
(AOS). Role nékterych oblasti zrakového systému v magnetické orientaci ptakd byla jiz
potvrzena elektrofyziologicky (Semm a kol. 1984; Semm a Demaine 1986),
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neuroanatomicky (Liedvogel a kol. 2007 Mouritsen a kol. 2004a, 2005; Heyers a kol.
2007) a neuroetologickymi studiemi (Zapka a kol. 2009). Elektrofyziologické studie
prokéazaly pritomnost magnetoresponzivnich neurond v centrech zrakového systému -
tectum opticum a v nucleus of the basal optic root (nBOR), které je soucasti akcesorického
optického systému. Tyto struktury obsahuji jednotky reagujicici na zménu magnetické
inklinace, takze se pravdépodobné Ucastni kompasové orientace (Semm a Demain 1986;
Semm a kol. 1984).. Studie aplikujicici ITFs jako markery neurondlni aktivace pfinesly
vysledky napovidajici o zapojeni thalamofugalniho zrakového systému do magnetorecepce
u ptakl( (Liedvogel a kol. 2007; Mouritsen a kol. 2005). Vysledky téchto studii byly
potvrzeny experimenty s lézemi ve zrakovém systému ptakd (Zapka a kol. 2009) i
elektrofyziologicky (Vargas a kol. 2006). U savcd byly magnetoresponsivni neurony
detekovany zatim pouze v superior colliculus pomoci aktivitniho markeru c-Fos (Némec a
kol. 2001). Tato struktura je nezbytna pro schopnost orientace vici sensorickym stimuldim.
Dochazi zde k integraci motorické a sensorické informace pfichdzejici ze zrakoveho a
vestibularniho systému, dale vstupy somatosensorické, striatonigralni a cerebelarni (Huerta
a Harting 1984; VVanegas 1984).
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1.5 Cile prace

Cilem mé préce je identifikace populaci magnetoresponzivnich neuronl u mysi C57BL/6J
pomoci detekce aktivace nebo inaktivace kandidatnich oblasti mozku v souvislosti se
zménami vlastnosti magnetického pole v experimentalni aréné. Projekt si klade za cil
analyzovat neurdlni substrat magnetické orientace u mysi kmene C57BL/6J s pouZitim
indukovatelnych transkripénich faktorl (ITFs) jako markerd neuronalni odpovédi.

Analyza bude zaméfena na zrakovy, trigemindlni, vestibularni systém a hipokampo-
entorhinalni systém, ktery je soucasti navigatniho systému (tzv." rodent navigation

circuit").
Pokud budou identifikovana mozkova centra obsahujici magneto-responzivni neurony,

vysledné poznatky budou slouzit pro zacileni navazujicich experimentd na konkrétni

oblasti mozku zapojené do procesovani magnetického smyslu u hlodavc.
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2. Material a metodika

V experimentu jsme pouZili laboratorni mys inbredniho kmene C57BL/6J. U tohoto kmene
laboratorni mysi byla opakované demonstrovdna schopnost magnetické kompasové
orientace (viz Uvod). Perspektivita tohoto kmene spociva také v dostupnosti genetickych
knock-outd pro kryptochromy (Sancar 2004), které podle dosavadnich vysledkid hraji
zasadni roli v transdukci magnetické informaci na elektricky signal (viz Uvod). Navic je
tento kmen je vysoce kompetentni v Ulohach zahrnujicich prostorovou orientaci a pamét’
(napr. Wahlsten a kol. 2005).

Experiment byl zaméfen na stimulaci kandidatnich oblasti mozku, které by mohly
reagovat na zmény magnetického pole. K identifikaci populaci neurond, které jsou
zménami magnetického pole nebo aktivni orientaci pomoci magnetického kompasu
specificky aktivovany, bylo pouZito funk&ni neuroanatomické mapovani zaloZené na

monitorovani exprese indukovatelnych transkripcnich faktor( c-Fos a Egr-1.

2.1 Magnetické stimulace

Pro potieby tohoto experimentu bylo testovano 39 jedincl (60-80 dni staré samice)
rozdélenych do péti experimentélnich skupin. VVSechna zvifata byla pfed experimentem 4
tydny umisténa v prostfedi se svételnym reZzimem 12L:12D, ve kterém bylo odstinéno
nizkofrekvenéni a radiofrekvencni elektromagnetické pole. Potrava byla dostupna ad
libitum. Béhem této doby bylo se zvifaty pravidelné manipulovéano (handling) a zvifata
byla seznamena s experimentalnim prostfedim kvili minimalizaci stresu, ktery ovliviiuje
chovani i mozkovou aktivitu. Na za¢atku samotného experimentu byla kazda mys umisténa
do kruhové arény s hoblinami (open field test, primér arény 82 cm), kde mohla volné
explorovat 75 minut. Byl pofizen videozdznam chovani zvifete. B&hem této doby bylo
triaxialni Merittovo civkou (velikost 1.8m x 1.8m x 1.8m) ménéno magnetické pole uvnitf

arény podle definovanych parametr( prislusného stimulu:
1) lokalni geomagneticke pole (B=46 uT, 66 ° inklinace) (N=8)
2) “nulové” pole (B< 500 nT) (N=8)

3) experimentalni pole, jehoZ intenzita se ménila kazdé 2s (B=0 - 25 - 50 - 75 -
100 — 125 — 150 — 0 uT) (N=9)

4) experimentalni pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 az -50 uT (N=8)
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5) experimentalni pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250 az -250 uT (N=6)

Parametry magnetického pole byly pro kontrolu béhem experimentu snimany trojosym
magnetometrem GeoMag se sondou Honeywell HMR2300 (Edis vvd., KoSice, Slovensko).
Cely systém pro manipulaci s magnetickym polem byl ovladan pomoci pocitacové
fizenych zdroji stejnosmérného proudu (Hamann Hardware & Software Development,
Plon, Germany).

Poradi zvirat i stimuli bylo ndhodné. Kazdé zvife proslo vybranym stimulem pouze
jednou. lhned po ukonceni experimentu bylo usmrceno predavkovanim halothanem
(Sigma-Aldrich spol sr.0.) a byla provedena transkardialni perfuze pufrovanym
fyziologickym roztokem (dale PBS) a 4% paraformaldehydem (PFA). Nésledné byl mozek
zvifete vypreparovan a postfixovan v 4% PFA po 12 hodin, poté byla tkan prevedena do
fosfatového pufru (dale PB). Pfed imunohistologickym zpracovanim byla tkan skladovéana
ve 4°C. Se zviraty se béhem experimentu zachazelo v souladu s platnymi predpisy podle §
17 odst. 1 z&kona €. 246/1992 Sb..

2.2 Imunohistochemie

Postfixované mozky mysi byly uskladnény v PB (20ml PB + 10upl NaNjs).
Kryoprotekce byla zajisténa prosycenim tkané 30% roztokem sacharozy v PBS. Poté byl
mozek zalit do Zelatiny (300 BLOOM) a blocek fixovan v roztoku 30% sacharozy v 4%
PFA pres noc. Nasledujici den byl bloCek zmraZzen na -80°C na 12 hodin a poté nakrajen
na kryostatu Leica CM 3050S na 40 um silné fezy. Béhem krajeni byly fezy postupné
ukladany do rozdéleného boxu s PB kvili zachovani rovnomérného rozdéleni fezd do
skupin. Celkem byly fezy kaZzdého mozku rozdéleny do 18 skupin. Na kazdy marker byl
pouZit kazdy tFeti fez (pro prehlednost viz schéma €. 1).

Vybrané skupiny fezli byly imunohistologicky znaceny dle standardniho
protokolu pouZivaného v naSi laboratofi. Pro detekci exprese byly pouZity primarni
protilatky egr-1, 1:2000 (C-19, made in rabbit, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a anti-c-fos
, 1:20000 (Ab-5, 4-17, rabbit Ab, PC38, Calbiochem); sekundarni protilatka anti-rabbit
biotinylated 1gG , 1:200 (H+L, Vector Laboratories, BA-1000), k detekci sekundarni
protilitky byla z ddvodu stability znaCeni pouZzita peroxidazova reakce s
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3,3 diaminobenzidinem (DAB) s vyuZitim VECTASTAIN Elite ABC kitu (PK-6100,

Vector Laboratories, Inc.).

c-fos egrl konzervace c-fos egrl konzervace
-25°C -25°C
c-fos egrl konzervace c-fos egrl konzervace
-25°C -25°C
c-fos egrl konzervace c-fos egrl konzervace
-25°C -25°C
Schéma ¢.1

Protokol barveni:

1. 3% H,O, 30 min
. PBS 3 x promyti (3 x 10 min)
. NGS (normal goat serum)
. PBS 3 x promyti (3 x 10 min)
. Avidin blocking 15 min
. PBS 3 x promyti (3 x 10 min)
. Biotin blocking 15 min

coO N o o BB W DN

. inkubace - primarni protilatka v SAPJE - pfes noc

druhy den:

1. PBS 3 x promyti (3 x 10 min)
2. 2°AB 90 min

3. PBS 3 x promyti (3 x 10 min)
4. ABC kit 2 hod

5. PBS 3 x promyti (3 x 10 min)
6. DAB vizualizace
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Obarvené fezy byly nakonec cca 5x promyty v PB, uskladnény ve 4°C a poté namontovany
sefazené v rostrokaudalnim poradi na podloZni skla potazena 0,5% Zelatinou. Jako zalévaci

médium byl pouZit DPX (Sigma-Aldrich spol sr. 0.).

Pou?ité roztoky:

PB: 1000 ml dest. H,O + 2,16 g KH,PO4 (Merck spol. sr.0.)+ 11,56 g Na;HPO3; (Merck
spol sr.o.)

PBS: 1000 ml PB + 9 g NaCl

30% sacharoza: 70 ml PB + 30 g sacharozy

4% PFA: 1000 ml PB + 409 paraformaldehydu (Sigma-Aldrich sr.o0.)

PFA sacharoza: 70 ml PFA + 30 g sacharozy

SAPJE: 200 ml PBS + 0,2g BSA (bovine serum albumin, Sigma-Aldrich sr.0.) + 1 ml
TRITON X-100 (Sigma-Aldrich sr.o.)

zelatina (blocky): 200 ml H,O + 20 g zelatiny (300 BLOOM, Sigma-Aldrich sr.0.) + 60 g
sacharozy + 200ul NaN;

zelatina (skla): 1000 ml H,O + 5 g zelatiny (75-100 BLOOM, Sigma-Aldrich sr.0.) + 0,59
CrK(S04), (Sigma-Aldrich sr.o.)

2.3 Kvantifikace imunopozitivnich neurond

Pro srovnani a morfologické urceni mozkovych jader slouzZily fezy mySiho mozku
obarvené kresylovou violeti a stereotakticky atlas mySiho mozku (Paxinos a Franklin
2001). Struktury vestibularniho systému byly méfeny na vSech dostupnych fezech, tj. u
kaZdého markeru kazdy treti fez. U trigeminalniho, zrakového a hipokampo-entorhinalniho
systému byly méfeny vybrané roviny definované interauralni vzdalenosti. U trigeminalniho
systému byly vybrany roviny: -1,22; -1,54; -1,88; -2,00; -2,20; -2,44; -2,68; -2,92; -3,16; -
3,52; -3,76; -3,96; -4,32. Hipokampo-entorhinalni systém byl analyzovan v rovinach: 2,34;
1,98; 1,62; 0,52; 0,28; 0,00; -0,68; -0,92; -1,16. Zrakovy systém byl analyzovan v
rovinach: 1,98; 1,50; 1,34; 1,00; 0,64; 0,28; -0,08; -0,44; -0,80. Pro analyzu méfeni byly
ziskany u kazdé struktury 3 a vice hodnot ze stejné vzdalenych fezl. Data nebyla zahrnuta
do analyzy v pripadé, Ze byly z dlvodu poSkozeni tkané k dispozici méné nez 3
analyzovatelné fezy na strukturu a zvife. Struktury byly nafoceny kamerou SPOT RT
Slider 2.3.1.1 (Diagnostic Instruments, Inc.) na mikroskopu Olympus BX51TF (Olympus
Optical Co, Ltd.). Snimany obraz byl zaznamenan programem SPOT Advanced 5.0.
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MéFeni dat bylo provadéno v programu Cell” (Olympus Optical Co, Ltd.). Analyzované
struktury byly foceny pfi zvétSeni 100x nebo 200x.

Analyzu jsem zaméfila na funk&ni systémy, jejichz mozna role v magnetorecepci Ci
magnetické orientaci je uvaZzovana v recentni literatufe. Ve své diplomové praci pouzivam
nomenklaturu zavedenou Paxinosem a Franklinem (2001), pfidrZzim se proto anglickych

nazvu.

Analyzované struktury vestibularniho systému (Obr. I-11):
medial vestibular nucleus, parvicellular (MVePC)
lateral vestibular nucleus (LVe)
vestibulocerebellar nucleus (VVeCb)
spinal vestibular nucleus (SpVe)
medial vestibular nucleus (MVe)
medial vestibular nucleus, magnocellular (MVeMC)

superior vestibular nucleus (SuVe)

Analyzované struktury trigeminalniho systéemu (Obr. 111-V):
principal sensoric trigeminal nucleus, dorsomedial part (PrSDM)
principal sensoric trigeminal nucleus, ventrolateral part (Pr5VL)
dorsomedial spinal trigeminal nucleus (DMSp5)
spinal trigeminal nucleus, oral part (Sp50)
spinal trigeminal nucleus, interpolar part (Sp5I)
spinal trigeminal nucleus, caudal part (Sp5C)

Analyzované struktury zrakového systemu (Obr. VI-VIII):
dorsal lateral geniculate (DLG)
ventral lateral geniculate (VLG)
secondary visual cortex, mediolateral area (V2MM)
secondary visual cortex, mediomedial area (V2ML)
primary visual cortex (V1)
secondary visual cortex, lateral area (V2L)
superficial gray layer of superior colliculus (SCSuG)
optic nuclear layer of superior colliculus (SCOp)
zonal layer of superior colliculus (SCZo)
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Analyzované struktury hipokampo-entorhinélniho systému (Obr. VI11-X):
cornu Ammonis (CAL)
cornu Ammmonis (CA3)
dentate gyrus, granular layer (GrDG)
dentate gyrus, polymorph layer (PoDG)
dorsal subiculum (Sd)
ventral subiculum (Sv)
medial entorhinal cortex (MEnt)
lateral entorhinal cortex (LEnt)

2.4 Statistickd analyza

Dle technickych moZnosti byly u kazdé struktury kvantifikovany neurony vztaZené na
plochu celé struktury (popf. délku struktury) nebo byly kvantifikovany neurony v
definovaném pocitacim ramci. V jadrech byla méfena analyzovana plocha, u
hipokampalnich struktur byl pocet neuronll vztazen na délku mérené oblasti. Do analyzy
byly zahrnuty takové imunopozitivni neurony, které dosahovaly silné kontrastniho
zbarveni jadra neuronu s exprimovanym imunohistologicky znafenym proteinem. Méfeni
bylo provadéno pro levou a pravou stranu mozku zvlast. Poté byly naméfené hodnoty
zpriimérovany pro kazdou stranu mozku (dale jako "L" - leva strana mozku, "P" - prava
strana mozku, "LP" - zprimérovana data pro levou a pravou stranu mozku). Pro kazdou
strukturu byla provedena analyza variance - jednocestndA ANOVA. V pfipadé
signifikantnich rozdili byl nasledné proveden post hoc Tukey test - mnohonasobna
porovnavani pro zjisténi rozdild mezi skupinami. Pro struktury se signifikantnim rozdilem
imunopozitivity byly vytvoreny krabicové grafy ("box and whisker plot™). Analyza vSech
struktur byla provedena jako slepy test, tj. neméla jsem k dispozici informace o zafazeni
zvifete do experimentélni skupiny. Aby bylo méfeni objektivni a bylo moZzné provadét
dalSi navazujici studii materialu, pfipravu a rozdéleni dat pro analyzu provedla kolegyné
Bc. Lucie Stefanska. Data byla analyzovéana v programu R (ver.3.1.0, The R Foundation
for Statistical Computing), grafické Upravy byly provedeny v Corel Photo Paint 5 (Corel
Corp.).
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Ukéazka exprese Egrl ve Ukéazka exprese c-Fos ve
vestibularnim systému (100x) vestibularnim systému (100x)

shora dolG:

Obr. A: MVePC, MVeMC, LVe, VeCb, SuVe

Obr. B: SpVe, MVe
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Obr. |

Analyzované struktury
vestibularniho systému
MVePC

MVeMC

LVe

VeCb

SuVe

(Podle atlasu Paxinose
a Franklina, 2001)

Obr. 11
Analyzované struktury
vestibularniho systému

SpVe [
MVe H

(Podle atlasu Paxinose
a Franklina, 2001)

Obr.111

Analyzované struktury
trigeminélniho systému

ProsDM
ProVL

(Podle atlasu Paxinose
a Franklina, 2001)
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Obr.1V
Analyzované struktury
trigeminélniho systému

Sp50
DMSp5 m

(Podle atlasu Paxinose
a Franklina, 2001)

Obr. V

Analyzované struktury
trigeminélniho systému
Sp5l [ |

Sp5C

(Podle atlasu Paxinose a
Franklina, 2001)

Obr. VI
Analyzované struktury
zrakového systému

DLG |
VLG |

(Podle atlasu Paxinose a
Franklina, 2001)
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Obr. VII
Analyzované struktury
zrakového systému

SCZo O
SCSuG
SCOp

(Podle atlasu Paxinose
a Franklina, 2001)

Obr.VIII
Analyzované struktury
zrakového systému

V2MM

V2ML

V1

V2L

Analyzované struktury

hipokampo-
entorhinalniho systému

Sd + Sv |

(Podle atlasu Paxinose a
Franklina, 2001)
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Obr. IX

Analyzované struktury
hipokampo-
entorhinalniho systému

CA1l [ |
CA3

GrDG

PoDG

(Podle atlasu Paxinose a
Franklina, 2001)

Obr. X

Analyzované struktury
hipokampo-
entorhinalniho systému

LEnt
MEnt

(Podle atlasu Paxinose a
Franklina, 2001)



3. Vysledky

V této préci jsem analyzovala zmény v expresi genll ¢asné odpovédi Egrl a c-Fos, které
signalizuji zménu aktivity neurondlnich populaci pfi zménach magnetického pole.
Imunopozitivni neurony jsem analyzovala ve vybranych strukturach ¢tyf mozkovych
systém(. Porovnavala jsem rozdily mezi expresi marker( a testovala rozdilny efekt péti
experimentalné zménénych magnetickych poli - stimuld. Pouziti ¢tyr stimuld s rlznymi
parametry umoznilo zjistit, jaky podnét mél na zménu aktivace dané struktury vliv. Jako
kontrolni skupina byla stanovena paté skupina s pfirozenym magnetickym polem.

Vysledky je mozné rozdélit do ctyr kapitol dle analyzovanych systémd a kazda kapitola je
¢lenéna do c¢asti dle analyzovanych struktur. Z ddvodu rozsahlych dat v této Casti prace
zminuji pouze struktury, u kterych byly zaznamenany signifikantni zmény exprese. Pouze
v grafickych schématech jsou pro porovnani zdznamy zmén exprese obou marker(
dostupné pro danou strukturu vcetné nesignifikantnich dat. V nasledujicim textu jsou data
pro levou stranu mozku znacena "L", pro pravou stranu mozku "P" a zprlmérované

hodnoty obou stran "LP".

3.1 Vestibularni systém

Vysledky analyzy vestibulérniho systému ukézaly signifikantni zménu neuronalni aktivace
ve strukturdch superior vestibular nucleus (SuVe) a v magnocellular medial vestibular
nucleus (MVVeMC).

Superior vestibular nucleus (SuVe). Pocty imunopozitivnich neurond jsou shrnuty v Obr.
€. 1, vysledky statistické analyzy v Tab. ¢. 1 a v pfiloze Tab. S1. Hodnoty pocCtu
imunopozitivnich neuronll v datech pro Egrl celkové dosahovaly vysokych hodnot
rozptylu a celkovad imunopozitivita se pohybovala v rozmezi 0-40 neurond/mm?.
Signifikantni rozdil exprese Egrl byl demonstrovdn na pravé strané mozku (ANOVA:
p=0,047). Pocet imunopozitivnich neuronli byl u zvifat vystavenych komplexné se
meénicimu poli o intenzitach B = 250 uT az -250 uT (K-MAX) signifikantné vyssi nez u
zvirat vystavenach magnetickému poli s proménlivou intenzitou (INT) (Tukey post hoc
test: p=0,027). Vysledky analyzy exprese markeru c-Fos nepfinesly signifikantni rozdil
mezi skupinami. Z grafli pro c-Fos je patrny maly pocéet imunopozitivnich neurond v

rozmezi 0-10 neurond/mm?.

27



Tabulka €. 1
SuVe - vysledky analyzy variance pro pocet imunopozitivnich neuron(

struktura/marker dataset F p
SuVe/Egrl L 0,629 0,646
SuVe/Egrl P 2,815 0,047
SuVe/Egrl LP 1,527 0,225
SuVe/c-Fos L 0,196 0,938
SuVe/c-Fos P 1,940 0,139
SuVe/c-Fos LP 0,690 0,606

Magnocellular medial vestibular nucleus (MVeMC). Vysledky statistické analyzy jsou
shrnuty v Tab.¢. 2 a v pfiloze Tab. S2. Analyzou variance zde byla zjisténa signifikantni
zména v expresi markeru c-Fos v datech zprlimérovanych pro pro levou a pravou stranu
(ANOVA: p=0,040), ale post hoc test nepotvrdil statistickou vyznamnost rozdili exprese
mezi skupinami.Na pravé i levé strané byly pozorovany nesignifikantni trendy (viz Tab.
S2). Z porovnani vysledk( vSech skupin je patrna celkové vyssi troven exprese markeru
Egrl nez markeru c-Fos, u kterého se rozdily mezi skupinami pohybovaly v Fadu

jednotlivych neuron(i (max. 10 neurond/mm3).

Tabulka €. 2:
MVeMC - vysledky analyzy variance pro poget imunopozitivnich neuron(

struktura/marker dataset F p
MVeMC/Egrl L 0,444 0,776
MVeMC/Egrl P 0,228 0,921
MVeMC/Egrl LP 0,255 0,904
MVeMC/c-Fos L 2,499 | 0,061
MVeMC/c-Fos P 2,261 | 0,083
MVeMC/c-Fos LP 2,819 | 0,040

Medial vestibular nucleus - parvicellular (MVePC), lateral vestibular nucleus (LVe),
vestibullocerebellar nucleus (VeCb), spinal vestibular nucleus (SpVe), medial vestibular
nucleus (MVe). U téchto analyzovanych struktur nebyly pozorovany Zadné signifikantni
zmény exprese aktivitnich marker(l ani viditelné trendy exprese tésné nad hranici
signifikance (p=0,05-0,1).
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Obrazek ¢&. 1 Superior vestibular nucleus (SuVe) - potet imunopozitivnich neurond u zvifat vystavenych réiznym
magnetickym podminkam.

A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora dol{: prava, leva strana a prdmér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron{ detekovanych markerem c-Fos (shora dol(: prava, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pfirozené pole; NUL - nulové pole; INT — pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 aZ -50 uT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250
az -250 pT; kody signifikance: 0 <***<0.001 <**<0.01 <*<0.05
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3.2 Trigemindlni systém

Signifikantni zména exprese aktivitnich markerd byla zaznamenana v podjadrech
spinalniho trigeminalniho jadra (spinal trigeminal nucleus, oral part - Sp50, spinal
trigeminal nucleus, interpolar part - Sp5I, spinal trigeminal nucleus, caudal part - Sp5C).
Trendy na hranici prikaznosti byly detekovany v dorsomedial spinal trigeminal nucleus
(DMSp5) a principal trigeminal nucleus, ventrolateral part (Pr5VL).

Spinal trigeminal nucleus, oral part (Sp50). U oralniho podjadra (Sp50) byly
signifikantni rozdily exprese Egrl zaznamenany na obou stranach i u dat primérovanych
pro obé strany (ANOVA: L - p=5,18*10°; P - p=0,002; L+P - p=1,9*10"). Ve viech
pfipadech byla zaznamenéna signifikantné zvySend exprese Egrl u zvifat vystavenych
magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 aZ -250 pT (K-MAX)
(vysledky post hoc testu viz priloha, Tab. S4-S6). Pocet imunopozitivnich neurond se zde
priblizné zdvojnasobil ve srovnani s kontrolnimi zvifaty vystavenymi pfirozenému poli
(viz Obr. €. 2). Vysledky ziskané analyzou exprese markeru c-Fos vykazuji podobné
trendy, avSak signifikantni rozdil byl pozorovan pouze na pravé strany mozku (ANOVA:
p=0,002) a u dat zprdmérovanych pro levou a pravou stranu (ANOVA: p=0,001). Zvitata
vystavend magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 az -250 uT (K-
MAX) vykazovala signifikantné zvySenou expresi ve srovnani se zvifaty vystavenymi
magnetickym stimuldim NUL, INT a KOM, nikoli vSak ve srovnani s kontrolnimi zviraty
vystavenymi prirozenému poli (vysledky post hoc testu viz pfiloha, Tab. S7, S8).

Tabulka ¢. 3
Sp50 - vysledky analyzy variance pro pocet imunopozitivnich neuron(
struktura/marker dataset F p

Sp50/Egrl L 11,500 | 5,18*10°
Sp50/Egrl P 5,279 0,002
Sp50/Egrl LP 9,970 | 1,9*10°
Sp50/c-Fos L 2,437 0,066
Sp50/c-Fos P 5,261 0,002
Sp50/c-Fos LP 5,808 0,001

Spinal trigeminal nucleus, interpolar part (Sp51). U tohoto podjadra doslo k statisticky
vyznamnému zvyseni exprese Egrl na pravé strané mozku u zvifat vystavenym
magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 aZ -250 puT (K-MAX)
(ANOVA: p=0,029). Exprese Egrl u téchto zvifat byla signifikantné vyssi nez totéZ u
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zvirat vystavenych stimulim NUL a INT (post hoc Tukey test: p=0,032, resp. p=0,036).
Na levé strané se exprese Egr-1 mezi skupinami zvifat vystavenymi riznym magnetickym
podminkam neodliSovala (viz. Obr. 3, Tab. €. 4). V expresi transkripcniho faktoru c-Fos
nebyly pozorovany Z&dné signifikantni zmény (viz Obr. €. 3, Tab. €. 4).

Tabulka €. 4
Sp51- vysledky analyzy variance pro poget imunopozitivnich neurond
struktura/marker dataset F p

Sp51/Egrl L 1,496 | 0,226
Sp5I/Egrl P 3,094 0,029
Sp51/Egrl LP 2,266 | 0,083
Sp5l/c-Fos L 1,330 0,279
Sp5l/c-Fos P 1,107 0,369
Sp5l/c-Fos LP 1,375 0,263

Spinal trigeminal nucleus, caudal part (Sp5C). U tohoto podjadra byly zmény exprese
Egrl vyraznéjSi nez u predchoziho jadra. Analyza variance dosahovala hodnot p=0,0001
pro levou stranu mozku, p=0,016 pro pravou stranu mozku a u zprlimérovanych vysledki
pro levou a pravou Cast p=0,001. Na prave strané mozku byly pozorovany signifikantné
zvysené pocty immunopozitivnich neuronli u zvifat vystavenych magnetickému poli
komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 az -250 uT (K-MAX) v(ci véem ostatnim
experimentdlnim skupindm, a rovnéz tak u zvifat vystavenych magnetickemu poli
komplexné se ménicimu v rozsahu B = 50 aZz -50 uT (KOM), zde vSak pouze VUCi
zvitatlm vystavenym magnetickym stimulim NUL a INT (vysledky post hoc Tukey testu
viz pfiloha, Tab. S10). Na levé strané mozku byla signifikantné zvySena exprese Egrl
zaznamenana pouze u zvifat vystavenych stimulu K-MAX a to ve srovnani se zvifaty
vystavenymi nulovému magnetickému poli (NUL) (viz Obr. ¢. 4, Tab. S9). Exprese
transkripéniho faktoru c-Fos byla obecné niZsi, dosahovala poctu maximalné 30
neurond/mm?. Byl zjistén signifikantni rozdil po&tu imunopozitivnich neurondl v pravé
Casti mozku (ANOVA: p=0,016), ktery podle post hoc testu dosahoval statistické
vyznamnosti na trovni p=0,014 mezi zviraty vystavenymi magnetickému poli komplexné
se ménicimu v rozsahu B =50 aZ -50 uT (KOM) a komplexné se ménicimu v rozsahu B =
250 a7 - 250 uT (K-MAX).
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Tabulka €. 5
Sp5C - vysledky analyzy variance pro poet imunopozitivnich neuron(

struktura/marker dataset F p
Sp5C/Egrl L 8,018 0,0001
Sp5C/Egrl P 3,544 0,016
Sp5C/Egrl LP 5,652 0,001
Sp5C/c-Fos L 0,271 0,894
Sp5C/c-Fos P 3,539 0,016
Sp5C/c-Fos LP 0,844 0,507

Dorsomedial spinal trigeminal nucleus (DMSp5). Analyzou variance zde nebyl zjistén
signifikantni rozdil v po€tu imunopozitivnich neuron(i (viz Tab. €. 6). Nicméné data
zprimérovana pro levou a pravou stranu mozku vykazuji zmény v poctech
imunopozitivnich neuronli pro c-Fos na hranici statistické prikaznosti (ANOVA:
p=0,056).

Tabulka €. 6
DMSp5 - vysledky analyzy variance pro poget imunopozitivnich neurond
struktura/marker dataset F p

DMSp5/Egrl L 0,684 0,608
DMSp5/Egrl P 0,844 0,508
DMSp5/Egrl LP 0,757 0,561
DMSp5/c-Fos L 2,040 0,111
DMSp5/c-Fos P 1,472 0,232
DMSp5/c-Fos LP 2,569 0,056

Principal trigeminal nucleus, ventrolateral part (Pr5VL). Magnetické podminky béhem
experimentu neméli signifikantni vliv na expresi pouzitych aktivitnich markerl v tomto

podjadre (viz Tab. €. 7).

Tabulka €. 7
Pr5VL - vysledky analyzy variance pro pocet imunopozitivnich neuron(
struktura/marker dataset F p

Pr5VL/Egrl L 1,731 0,166
Pr5VL/Egrl P 1,757 0,160
Pr5VL/Egrl LP 2,190 0,091
Pr5VL/c-Fos L 0,907 0,471
Pr5VL/c-Fos P 0,879 0,487
Pr5VL/c-Fos LP 1,184 0,335
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Principal sensoric trigeminal nucleus, dorsomedial part (Pr5DM). U této analyzované
struktury nebyly pozorovany zadné signifikantni zmény exprese aktivitnich markerd ani

viditelné trendy exprese tésné nad hranici signifikance (p=0,05-0,1).
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Obrazek ¢&. 2 Spinal trigeminal nucleus, oral part (Sp50) - poet imunopozitivnich neurond u zvifat vystavenych
rlznym magnetickym podminkam

A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora dol{: prava, leva strana a primér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron{ detekovanych markerem c-Fos (shora dol(i: prava, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pfirozené pole; NUL - nulové pole; INT - pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 a7 -50 uT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250
az -250 uT; kédy signifikance: 0 <***<0.001 <**<0.01 <*<0.05
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Obrazek ¢&. 3 Spinal trigeminal nucleus, interpolar part (Sp5l) - poéet imunopozitivnich neurond u zviFat
vystavenych rtiznym magnetickym podminkam

A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora dol(: prava, leva strana a primér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron( detekovanych markerem c-Fos (shora dol(i: pravd, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pfirozené pole; NUL - nulové pole; INT- pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 a7 -50 puT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B =250
az -250 uT; kédy signifikance: 0 <***<0.001 <**<0.01 <*<0.05
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Obrazek &. 4 Spinal trigeminal nucleus, caudal part (Sp5C) - potet imunopozitivnich neurond u zviFat
vystavenych rtiznym magnetickym podminkam
A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora dol{: prava, leva strana a primér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron( detekovanych markerem c-Fos (shora dol(: prava, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pFirozené pole; NUL - nulové pole; INT - pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 a7 -50 uT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250
az -250 uT; kody signifikance: 0 <***<(0.001 <**<0.01 <*<0.05
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3.3 Hipokampo-entorhinalni systém

V rdmci hipokampo-entorhinalniho systému byly signifikantni rozdily exprese aktivitnich
marker(l mezi skupinami zvifat vystavenych rliznym magnetickym podminkam nalezeny
ve strukturach: cornu Ammonis 1 (CA1), ventral subiculum (Sv), medial entorhinal cortex

(MEnt) a lateral entorhinal cortex (LEnt).

Cornu Ammonis 1 (CA1). Magnetické podminky mély signifikantni vliv na expresi Egrl v
oblasti CA1 (ANOVA: L - p=0,009; P - p=0,015; LP - 0,010). U zvifat vystavenych
magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 aZz -250 pT (K-MAX) byl
zjistén statisticky vyznamny pokles exprese Egrl ve srovnani s timtéz u zvifat vystavenych
pfirozenému poli (PRIR) (Tukey post hoc test: L - p=0,006; P- p=0,008; LP - p=0,006) a
poli nulovému (NUL) (Tukey post hoc test: L - p=0,024; P - p=0,035; LP - p=0,026).
Rozptyl poctu imunopozitivnich neurond byl nezvykle vysoky u zvifat vystavenym
magnetickym stimulim INT a KOM, neodlisoval se proto signifikantné od téhoz u
kontrolni skupiny vystavené pfirozenému poli. (viz Obr. 5, pfiloha Tab.S13-S15).
Magnetické  podminky b&hem experimentu neovlivnily signifikantné expresi
transkripéniho faktoru c-Fos (viz Obr.5, Tab. €. 8).

Tabulka €. 8
CA1 - vysledky analyzy variance pro pocet imunopozitivnich neuronti
struktura/marker dataset F p

CAl/Egrl L 3,997 0,009
CAl/Egrl P 3,612 0,015
CAl/Egrl LP 3,920 0,010
CAl/c-Fos L 0,819 0,522
CAl/c-Fos P 0,843 0,508
CAl/c-Fos LP 0,888 0,481

Ventral subiculum (Sv). V této struktufe byl pozorovan obecny trend k niZsi expresi
aktivitnich markerd u zvitat vystavenych nulovému ¢i proménlivym polim ve srovnani s
timtéZ u zvifat vystavenych prirozenému poli. Nejvétsi zmény byly pozorovatelné u zvirat
vystavenym nulovému magnetickému poli (NUL), kde doslo k signifikantnimu poklesu
exprese obou pouZzitych aktivitnich markerd v levé ¢asti mozku (viz Obr. ¢. 6, priloha Tab.
S15-S17). Data zprlimérovana pro pro levou a pravou stranu mozku dosahovala statisticky
vyznamného poklesu u Egrl v poctu imunopozitivnich neurond u zvifat vystavenych

nulovému (NUL) a obéma komplexné se ménicim magnetickym polim (KOM, K-MAX).
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Tabulka €. 9

Sv - vysledky analyzy variance pro poCet imunopozitivnich neuron(

struktura/marker dataset F p
Sv/Egrl L 3,699 0,013
Sv/Egrl P 1,968 0,122
Sv/Egrl LP 3,534 0,016
Sv/c-Fos L 3,550 0,016
Sv/c-Fos P 1,227 0,318
Sv/c-Fos LP 2,482 0,062

Medial entorhinal cortex (MEnt). Stejné jako u pfedchozi struktury i zde byl pozorovan
obecny trend k nizsi expresi aktivitnich markerl u zvifat vystavenych nulovému c¢i
proménlivym polim. U zvifat vystavenym magnetickému poli komplexné se ménicimu v
rozsahu B = 250 az -250 uT (K-MAX) (Tukey post hoc test: p=0,033) a magnetickému
poli se zménou intenzity kazdé 2s; (INT) (Tukey post hoc test: p=0,020) doSlo k
signifikantnimu poklesu exprese transkripéniho faktoru Egrl na levé strané mozku ve
srovnani s kontrolnimi zvifaty vystavenymi pfirozenému magnetickému poli (PRIR).
Zajimava je také nesignifikantni zména exprese markeru Egrl u zvifat vystavenym
nulovému poli (NUL), kde zména aktivace neurond MEnt dosahovala znacné
individualnich rozdilli projevujici se velkym rozptylem namérenych hodnot (viz Obr. €. 7).
Pocet c-Fos imunopozitivnich neuronli se signifikantné lisil v pravé strané mozku
(ANOVA: p=0,019), u zvifat vystavenym nulovému poli (NUL) (Tukey post hoc test:
p=0,017) a poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 50 aZ -50 uyT (KOM) (Tukey post
hoc test: p=0,029) byl signifikantné niZsi nezZ totéZ u kontrolnich zvirat.

Tabulka €. 10
MEnt - vysledky analyzy variance pro poget imunopozitivnich neurond
struktura/marker dataset F p

MEnt/Egrl L 3,992 0,010
MEnt/Egrl P 1,088 0,380
MEnt/Eqgrl LP 2,839 0,042
MEnt/c-Fos L 1,017 0,414
MEnt/c-Fos P 3,438 0,019
MEnt/c-Fos LP 2,552 0,059

Lateral entorhinal cortex (LEnt). Tato struktura vykazovala podobnou zménu exprese
obou markerd jako Sv a MEnt (viz pfiloha Tab. ¢. S15 - S24). V pravé i levé ¢asti mozku
se pocet imunopozitivnich neuronli pro Egrl signifikantné liSil u zvirat vystavenych

magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 aZz -250 uT (K-MAX) od
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zvifat vystavenych kontrolnimu pfirozenému magnetickému poli (PRIR) (Tukey post hoc
test viz pfiloha, Tab €.S21, S22). Statisticky vyznamny rozdil po¢tu imunopozitivnich
neurond by zjistén také v pravé ¢asti mozku (ANOVA: p=0,019) u zvifat vystavenych
nulovému magnetickému poli (NUL) oproti hodnotdm naméfenym u zvifat vystavenych
magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 aZ -250 uT (K-MAX).
Stejny vzor exprese jsem zaznamenala u dat zpriimérovanych pro levou a pravou stranu
mozku (Tukey post hoc test viz pfiloha, Tab. ¢ S23). Exprese c-Fos dosahla statisticky
vyznamnych rozdil( pouze na pravé strané mozku (ANOVA: p=0,013), kde byl zjistén
signifikantni  rozdil poctu imunopozitivnich neuronli mezi zvifaty vystavenymi
magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 50 aZ -50 uT (KOM) a zviraty
vystavenymi magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 az -250 uT
(K-MAX) (Tukey post hoc test: p=0,045). Statisticky vyznamny rozdil exprese c-Fos byl
zjistén take mezi zvifaty vystavenymi magnetickému poli komplexné se ménicimu v
rozsahu B = 50 aZz -50 uT (KOM) a zvifaty vystavenymi pfirozenému magnetickému poli
(PRIR) (Tukey post hoc test: p=0,038). Tyto rozdily nabyvaji signifikantnich hodnot, ale
vyskyt odlehlych hodnot snizuje vahu téchto statistickych vysledka.

Tabulka €. 11
MEnt - vysledky analyzy variance pro poget imunopozitivnich neurond

struktura/marker dataset F p
LEnt/Egrl L 3,905 0,011
LEnt/Egrl P 3,459 0,019
LEnt/Egrl LP 4,399 0,007
LEnt/c-Fos L 0,837 0,512
LEnt/c-Fos P 3,805 0,013
LEnt/c-Fos LP 1,673 0,182

Cornu Ammonis (CA3), dentate gyrus - granular layer (GrDG), dorsal subiculum (Sd).
U téchto analyzovanych struktur nebyly zjistény Zadné signifikantni zmény exprese

pouzitych marker(.

Dentate gyrus - polymorph layer (PoDG). Data nebyla zahrnuta do statistické analyzy z

ddvodu nizkého poctu imunopozitivnich neurond ve strukture.

39



CA1 (egr1 - leva strana mozku) CA1 (cfos - leva strana mozku)

A D
‘ *

50

@
S
1

30

2
S
I
Wwiw/uoinau

Lwuoinau
1=}
8
L

PRIR NUL INT KOM K-MAX PRIR NUL INT KOM K-MAX

skupina skupina

CA1 (egr1 -prava strana mozku) E CA1 (c-fos - prava strana mozku)

200 | o | 50

180
170
160
150 -
140 i

130 ——

120

30

100 T
90
80
70
60

Jwjuoinau

Adwyuoinau

20
10 . —
T T T T T T T T T T
PRIR NUL INT KOM K-MAX PRIR NUL INT KOM K-MAX

skupina skupina

CA1 (egr1 - leva +prava strana mozku) CA1 (c-fos - leva+prava strana mozku)
* ok

* d

o

2
S
L

A wj/uoinau

20

wiwjuoinau
IR
=88
e
w
g

o

i I
: !
¥ i
: i
40 | 10 H
2 | 3 ﬁ‘ —
i ! —
1 i

T T T T T T T T T T
PRIR NUL INT KOM K-MAX PRIR NUL INT KOM K-MAX

skupina skupina

Obrazek &. 5 Cornu Ammonis (CAL1) - poget imunopozitivnich neurond u zviFat vystavenych riiznym magnetickym
podminkam

A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora dol(: prava, leva strana a primér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron( detekovanych markerem c-Fos (shora dol(i: pravd, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pfirozené pole; NUL - nulové pole; INT — pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 a7 -50 uT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250
az -250 uT; kédy signifikance: 0 <***<0.001 <**<0.01 <*<0.05
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Obrazek ¢&. 6 Ventral subiculum (Sv) - poéet imunopozitivnich neurond u zvifat vystavenych réiznym magnetickym

podminkam

A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora dol(: prava, leva strana a primér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron( detekovanych markerem c-Fos (shora dol(: prava, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pfirozené pole; NUL - nulové pole; INT — pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 az -50 uT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250
az -250 pT; kddy signifikance: 0 <***<0.001 <**<0.01 <*<0.05
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Obrazek ¢. 7 Medial entorhinal cortex (MEnt) - potet imunopozitivnich neurond u zvitat vystavenych réiznym
magnetickym podminkam
A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora dol(: prava, leva strana a primér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron( detekovanych markerem c-Fos (shora dol(: prava, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pfirozené pole; NUL - nulové pole; INT — pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 az -50 uT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250
az -250 pT; kody signifikance: 0 <***<0.001 <**<0.01 <*<0.05
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Obrazek ¢. 8 Lateral entorhinal cortex (LEnt) - potet imunopozitivnich neurond u zvitat vystavenych réiznym
magnetickym podminkam

A-C: poCet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora dol(: prava, leva strana a prdmér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron( detekovanych markerem c-Fos (shora dol(: prava, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pFirozené pole; NUL - nulové pole; INT — pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 a7 -50 uT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250
az -250 pT; kody signifikance: 0 <***<0.001 <**<0.01 <*<0.05
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3.4 Zrakovy system

Signifikantni zmény exprese pouzitych aktivitnich marker mezi jednotlivymi
experimentalnimi skupinami byly pozorovany v nésledujicich strukturéch: dorsal lateral
geniculate, ventral lateral geniculate, zonal layer a superficial gray layer of superior
colliculus. Zmény exprese na hranici prikaznosti byly detekovany v optic nuclear layer of

superior colliculus.

Dorsal lateral geniculate (DLG). Signifikantné rozdilné zmény exprese byly zjistény
pouze u transkripéniho faktoru c-Fos (ANOVA: L - p=0,024; R - p=0,033; LR - p=0,011).
Statisticky vyznamny byl rozdil v potu imunopozitivnich neuronl v levé ¢asti mozku u
zvirat vystavenym magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 aZ -250
T (K-MAX) (Tukey post hoc test: p=0,033) a magnetickému poli se zménou intenzity
kazdé 2s (INT) (Tukey post hoc test: p=0,032), v obou pFipadech byla exprese
signifikantné nizsi nez u zvifat vystavenym pfirozenému magnetickému poli (PRIR). Tyto
rozdily se signifikantné projevily u dat zprimérovanych pro levou a pravou stranu, kde byl
navic zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi poctem imunopozitivnich neurond u zvirat
vystavenym magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 50 az -50 uT
(KOM) a u zvifat vystavenym pFirozenému magnetickému poli (PRIR) (Tukey post hoc
test: p=0,039).

Tabulka €. 12
DLG - vysledky analyzy variance pro poget imunopozitivnich neurond

struktura/marker dataset F p
DLG/Egrl L 1,177 0,338
DLG/Egrl P 0,665 | 0,621
DLG/Egrl LP 1,033 0,404
DLG/c-Fos L 3,213 0,024
DLG/c-Fos P 2,977 0,033
DLG/c-Fos LP 3,84 0,011

Ventral lateral geniculate (VLG). Statisticky vyznamny rozdil v expresi c-Fos byl
pozorovan na pravé strané mozku (ANOVA: p=0,009) u zvifat vystavenych magnetickému
poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 50 aZz -50 uyT (KOM), kde doSlo k poklesu
poctu imunopozitivnich neurond oproti hodnotdm u zvirat vystavenym prirozenému poli

(PRIR) (Tukey post hoc test: p=0,008). Tento signifikantni rozdil byl patrny také v datech
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zprimérovanych pro levou a pravou stranu (ANOVA: p=0,027; Tukey post hoc test:
p=0,015). Exprese Egrl nedosahovala statisticky vyznamnych rozdili mezi jednotlivymi

experimentalnimi skupinami.

Tabulka €. 13
VLG - vysledky analyzy variance pro pocet imunopozitivnich neuron(

struktura/marker dataset F p
VLG/Egrl L 1,103 0,371
VLG/Egrl P 1,216 0,323
VLG/Egrl LP 1,165 0,344
VLG/c-Fos L 1,884 | 0,136
VLG/c-Fos P 3,985 | 0,009
VLG/c-Fos LP 3,129 0,027

Superior colliculus - superficial gray layer (SCSuG). Signifikantni zmény exprese byly
zjistény u obou markerd. V pripadé Egrl byla statisticky vyznamna zména exprese
detekovana na pravé strané mozku (ANOVA: p=0,017) a u dat zprimérovanych pro levou
a pravou stranu (ANOVA: p=0,028). V pripadé c-Fos byly zmény signifikantni na obou
stranach mozku (ANOVA: L - p=0,0012; P - p=0,011; LP - p=0,008 ).

Statisticky vyznamny rozdil exprese Egrl byl pozorovan mezi zvifaty vystavenymi
magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 50 aZ -50 uT (KOM) a zvifaty
vystavenymi magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 az -250 uT
(K-MAX) (Tukey post hoc test: P - p=0,009; LP - p=0,020). Exprese markeru c-Fos
vykazuje sestupnou tendenci od pFirozeného pole, pres pole nulové k polim proménnym
(viz Obr. €. 11). Statisticky vyznamny rozdil poctu c-Fos imunopozitivnich neurond byl
zjistén u zvifat vystavenych magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B =
250 az -250 uT (K-MAX) a u zvifat vystavenych komplexné se ménicimu v rozsahu B =
50 aZz -50 pT (KOM), v obou pripadech dosSlo k vyraznému poklesu exprese ve srovnani s
hodnotami u zvifat vystavenym pfirozenému magnetickému poli (PRIR) (Tukey post hoc
test viz pfiloha Tab. ¢. S32 - S34).
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Tabulka €. 14
SCSuG - vysledky analyzy variance pro pocet imunopozitivnich neuron(

struktura/marker dataset F p
SCSuG/Egrl L 1,622 | 0,191
SCSuG/Egrl P 3,479 0,017
SCSuG/Egrl LP 3,115 | 0,028
SCSuG/c-Fos L 3,815 0,012
SCSuG/c-Fos P 3,824 | 0,011
SCSuG/c-Fos LP 4,149 | 0,008

Superior colliculus - zonal layer (SCZo0). Magnetické podminky nemély signifikantni vliv
na expresi transkrip&niho faktoru Egr-1. Exprese faktoru c-Fos se signifikantné liSila mezi
skupinami vystavenymi rlznym magnetickym polim na levé strany strané mozku
(p=0,033) a v datech zprlimérovanych pro levou a pravou stranu (p=0,029). V obou
pripadech doslo k signifikantnimu poklesu c-Fos imunopozitivnich neurond u zvirfat
vystavenych magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 aZz -250 uT
(K-MAX) ve srovnéni s hodnotami u zvifat vystavenym pfirozenému magnetickému poli
(PRIR) (Tukey post hoc test: L - p= 0,030; LP - p=0,026). Z grafickych porovnani je

patrny podobny trend exprese, jaky byl zaznamenan v ScSuG.

Tabulka €. 15
SCZo - vysledky analyzy variance pro poget imunopozitivnich neuron(

struktura/marker dataset F p
SCZo/Egrl L 2,076 0,106
SCZo/Egrl P 1,450 0,239
SCZo/Egrl LP 1,478 0,231
SCZo/c-Fos L 2,973 0,033
SCZo/c-Fos P 2,062 0,108
SCZo/c-Fos LP 3,083 0,029

Superior colliculus - optic nuclear layer (SCOp). V této vrstvé nebyly zaznamenany
signifikantni zmény exprese aktivitnich markerd. Je vsak treba Fici, Ze trendy v expresi c-
Fos byly na levé i pravé strané mozku na hranici statistické prikaznosti (ANOVA: L -
p=0,052; P - p=0,052; LP - p=0,059).
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Tabulka ¢. 16

SCOp - vysledky analyzy variance pro pocet imunopozitivnich neurond

struktura/marker dataset F p
SCOp/Egrl L 2,078 0,105
SCOp/Egrl P 1,157 0,347
SCOp/Egrl LP 1,316 0,284
SCOpl/c-Fos L 2,615 0,052
SCOpl/c-Fos P 2,625 0,052
SCOpl/c-Fos LP 2,522 0,059

Primary visual cortex (V1), secondary visual cortex - lateral area (V2L). U téchto

analyzovanych struktur nebyly zjistény Zadné signifikantni zmény exprese aktivitnich

marker( ani viditelné trendy tésné za hranici signifikance (p=0,05-0,1).

Secondary visual cortex, mediomedial area (V2MM). Data nebyla zahrnuta do statistické

analyzy z dlivodu nizkého poctu imunopozitivnich neuron( ve strukture.
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Obrazek ¢. 9 Dorsal lateral geniculate (DLG) - poget imunopozitivnich neuron( u zviFat vystavenych rdiznym
magnetickym podminkam

A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora doll: prava, leva strana a primér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron( detekovanych markerem c-Fos (shora dol(: prava, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pFirozené pole; NUL - nulové pole; INT — pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 a7 -50 uT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250
az -250 uT; kédy signifikance: 0 <***<0.001 <**<0.01 <*<0.05
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Obrazek ¢. 10 Ventral lateral geniculate (VLG) - potet imunopozitivnich neurond u zviFat vystavenych riiznym
magnetickym podminkam
A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora dol(: prava, leva strana a primér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron( detekovanych markerem c-Fos (shora dol(: prava, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pFirozené pole; NUL - nulové pole; INT — pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 a7 -50 uT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250
az -250 uT; kody signifikance: 0 <***<0.001 <**<0.01 <*<0.05

49



2000
1900
1800
1700
1600
1500
1400
2 1o00
=

S 1100
=

31000

3, 900

800
700
600
500
400
300
200
100

2000
1900
1800
1700
1600
1500
1400
1300

3 1200

g 1100
21000

500
400
300
200
100

superior colliculus - superficial gray layer
(egr1 - leva strana mozku)

Ll

L

T
! ==
- H 1
' = =
—_
T T T T T
PRIR NUL INT KOM K-MAX
skupina
superior colliculus - superficial gray layer
(egr1 - prava strana mozku)
*k
'
'
: °
: °
S
‘ .=
— —
w i
T i i
i
4
T T U T T
PRIR NUL INT KOM K-MAX
skupina

superior colliculus - superficial gray layer
(egr1 - leva+prava strana mozku)

*
—
7
i
' —_
i i i
‘ i
‘ —
. — L —
: = ==
L
T I T T T
PRIR NUL INT KOM KMAX

skupina

1200
1100
1000
200
800
700
600

MIW/uoINau

500
400
300
200
100

1200
1100
1000

900

JALwjuonau
@
=}
S

1200
1100
1000
900
800
700

600

uwyuoinau

500
400
300
200
100

superior colliculus - superficial gray layer
(c-fos - leva strana mozku)

=
i
i
|
|

,

1
= S
PRIR NUL INT KOM K-MAX

skupina
superior colliculus - superficial grey layer
(c-fos - prava strana mozku)

*
I +* |

T — 0=

T T T T T
PRIR NUL INT KOM K-MAX

skupina

superior colliculus - superficial gray layer
(c-fos - leva+prava strana mozku)

*
[ *
T
H
H
H
1
|
1
| =t
1 i
L H
H
i P
- T —
— ——
T T T T U
PRIR NUL INT KOM K-MAX
skupina

Obrazek ¢. 11 Superior colliculus -superficial gray layer (SCSuG) - poget imunopozitivnich neurond u zviFat
vystavenych rtiznym magnetickym podminkam
A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora doll: prava, leva strana a primér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron( detekovanych markerem c-Fos (shora dol(: prava, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pFirozené pole; NUL - nulové pole; INT — pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 50 a7 -50 uT; K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250
az -250 pT; kody signifikance: 0 <***<(0.001 <**<0.01 <*<0.05
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Obrazek ¢&. 12 Superior colliculus - zonal layer (SCZo) - poget imunopozitivnich neurond u zviFat vystavenych
rliznym magnetickym podminkam

A-C: pocet imunopozitivnich neurontl detekovanych markerem Egrl (shora doll: prava, leva strana a primér obou
hodnot); D-F: po&et imunopozitivnich neuron( detekovanych markerem c-Fos (shora dol(: prava, leva strana a primér
obou hodnot); Zkratky: PRIR - pfirozené pole; NUL - nulové pole; INT — pole, jeho? intenzita se ménila kazdé 2s; KOM -
mag. pole komplexné se K-MAX - mag. pole komplexné se ménici v rozsahu B = 250 a7 -250 uT; kddy signifikance: 0
<***<(.001 <**<0.01 <*<0.05
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3.5 Shrnuti vysledkd
Naméfena data prinesla statisticky vyznamné rozdily exprese markerli Egrl a c-Fos mezi

experimentalnimi skupinami zvifat. Kazdy systém obsahoval struktury, ve kterych byla
nalezena signifikantni zména exprese jako reakce na zménéné magnetické pole. Zde je

shrnuti nejzajimavéjsich vysledkd studie:

Vestibularni systém:
Superior vestibular nucleus (SuVe) - narlist exprese Egrl u zvifat vystavenych
plsobeni magnetického pole komplexné se méniciho v rozsahu B = 250 az -250 uT
(K-MAX).

Trigeminalni systém:
Spinal trigeminal nucleus (Sp5) - v vSech 3 podjadrech byl pozorovan podobny
vzor exprese Egrl, tj. narlst exprese hlavné u zvifat vystavenych plsobeni
magnetického pole komplexné se méniciho v rozsahu B = 250 az -250 pT (K-
MAX).Tyto zmény dosahovaly vysoce signifikantnich hodnot hlavné u Sp50 a
Sp5C.

Hipokampo-entorhinalni systém:
Cornu Ammonis (CAL) - byl zjistén velky pokles exprese markeru Egrl u zvifat
vystavenych magnetickému poli komplexné se ménicimu v rozsahu B = 250 azZ -
250 pT (K-MAX)

Lateral + medial entorhinal cortex ( LEnt + MEnt) - byl pozorovan podobny
vzor poklesu exprese markeru Egrl jako u CAL.

Ventral subiculum (Sv) - pokles exprese Egrl u vSech experimentalnich skupin
oproti skupiné kontrolni s pfirozenym magnetickym polem, avsak signifikantné

pouze u skupiny s nulovym polem
Zrakovy systém:

Superior colliculus - ve vrstvach ScSuG a SCZo byl patrny podobny pokles

exprese markeru c-Fos jako reakce na magnetické pole komplexné se ménici v
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rozsahu B = 250 az -250 uT(K-MAX), celkovy pattern podobny jako u dat markeru
Egrl ve vySe zminovanych strukturach hipokampo-entorhinalniho systému.

Dorsal + ventral lateral geniculate (DLG + VLG) - v DLG doslo k poklesu
exprese c-Fos u zvirat vystavenych magnetickému poli se zménou intenzity kazdé
25 (INT), podobné jako u stimulu komplexné se méniciho mag. pole v rozsahu B =
250 az -250 puT (K-MAX), ve VLG doslo k poklesu exprese u zvifat vystavenych
komplexné se ménicimu magnetickému poli v rozsahu B = 50 aZ -50 uT (KOM).
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4. Diskuse

Béhem nékolika poslednich dekad bylo jednoznacné experimentalné prokézano, Zze mnoho
drunl Zivocichll je schopno vnimat magnetické pole a pouZzivat jeho parametry k
prostorové orientaci a navigaci. Biofyzikalni podstata transdukce magnetické informace v
elektricky signal zlistava nejasna (Wiltschko a Wiltschko 1995, 2005), neurdlni substrat
magnetického smyslu neni jasné definovan a magnetoreceptory nebyly dosud presné
lokalizovany (Eder a kol. 2012; Ritz a kol. 2010; Winklhofer a Kirschvink 2010;
Wiltschko a kol. 2010).

V této préci jsem analyzovala Ctyfi funkcni systémy centrélni nervové soustavy,
jejichz zapojeni do zpracovani magnetické informace naznacuji recentni studie zabyvajici
se touto tématikou (napf. Burger a kol. 2010; Némec a kol. 2005; Wiltschko a Wiltschko
2005; Wu a Dickman 2011, 2012). Vysledky téchto studii ukazuji na mozné zapojeni
vestibularniho (Wu a Dickman 2011), trigeminalniho (Beason a Semm 1996; Mora a kol.
2008; Semm a Beason 1990; Walker a kol. 1997) a zrakového systému (Heyers a kol.
2007; Liedvogel a kol. 2007; Semm a kol. 1984; Semm a Demaine 1986; Mouritsen a kol.
20044, 2005; Zapka a kol. 2009) do ¢iti magnetického pole. Vestibularni systém se mize
rovnéz Ci alternativné podilet na integraci magnetické a gravitacni informace, cozZ je nutny
pfedpoklad pro spolehlivé ur€eni inklinace magnetického pole (Semm akol. 1984; Wu a
Dickman 2012). Studie popisujici magnetoresponzivni neurony Vv hipokampo-
entorhinalniho systému (Burger a kol. 2010; Shimizu a kol. 2004; Vargas a kol. 2006) silné
naznacuji, Ze na Urovni tohoto systému je magneticka informace integrovana s motorickou
a senzorickou informaci z ostatnich modalit do obecné reprezentace prostoru, tzv.
kognitivni mapy (O’Keefe and Nadel 1978). Tyto predpoklady jsem se pokusila
experimentaIné testovat u mysi ibredniho kmene C57BL/6J. S pouZitim detekce
indukovatelnych transkripénich faktorl (ITFs), aktivitnich marker( c-Fos a Egrl, jsem
studovala vliv zmény magnetického pole na aktivaci neuronalnich populaci. PfedloZena
prace prinasi nové poznatky o neurdlnim substrdtu magnetického kompasového smyslu,
které prispivaji k vysledk( ziskanym elektrofyziologickymi a behavioralnimi metodami.
Vétsina elektrofyziologickych studii byla provadéna u ptak( (napf. Wu a Dickman 2011).
PFi studiu magnetorecepce savcll byly uplatnény castéji behavioralni metody (napr.
Muheim a kol. 2006).

Tato prace navazuje na studie Némce a kol. (2001) a Burgera a kol. (2010) , ve
kterych byla aplikovana kombinace behavioralniho experimentu a imunohistotologické
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detekce ITFs na studium neuralniho substratu magnetorecepce striktné podzemnich savc.
V dalSich publikacich zamérenych na magnetorecepci ptakl byly pouzity detekce markert
ITFs v kombinaci s behaviorélni analyzou (Heyers a kol. 2007; Liedvogel a kol. 2007;
Mouritsen a kol. 2004a, 2005) Ci elektrofyziologickym pfistupem (Wu a Dickman 2011,
2012). Zminované studie slouZily k porovnani s vysledky mé préce, prestoZe srovnatelnost
dat je moZna pouze omezené predevsim z diivodu odlisného designu experiment(l. Navic
porovnani s vysledky publikaci zaméfenych na magnetorecepci ptak(l je mozné pouze v
Sirsich souvislostech z dlivodu dosud neujasnénych mechanisml magnetorecepce a jejich
mozné odlinosti u rliznych skupiny Zivocichll (Thalau a kol. 2006). Kromé toho se jedna o
experiment, ve kterém zvife bylo umisténo v open field testu, tj. jeho Ukolem byla pouze
volnd explorace bez jakékoli smérové preference. Srovnani se studiemi zamérenymi na
schopnost orientace je tedy mozné pouze omezeng, protoZe je jasné, Ze aktivace rdiznych
oblasti mozku se li8i u zvifat volné explorujicich a zvifat zaméstnanych plnénim dané
ulohy.

Obsahem této prace je systematicka analyza funkénich systémd, které v takovém
rozsahu dosud nebyly testovany. V diskusi neuralniho substratu jsem informace Cerpala
primarné z literatury zamérené na studium magnetorecepce. Publikace analyzujici neuraini
podstatu magnetorecepce se obvykle zabyvaji pouze nékolika kandidatnimi strukturami,
naprosta vétsina dosud publikovanych studii navic pouZiva ptaci modely (napf. Heyers a
kol. 2007, Liedvogel a kol. 2007; Mouritsen a Ritz 2005a; Shimizu a kol. 2004). Srovnani
s dosavadnimi poznatky a analyza vysledkd budou naplni nasledujicich kapitol.

4.1 Lokalizace aktivitnich marker( Egrl a c-Fos

Nez pristoupim k samotné diskusi ziskanych vysledk(, povaZzuji za dllezité se zminit o
vyhodach a limitech pouziti indukovatelnych transkripénich faktorli (inducible
transcription factors - ITFs) jako nastroje pro studium magnetorecepce. ITFs jsou bézné
pouzivané jako markery neuronalni aktivace. Jedna se o genomickou odpovéd neuronu na
podnét, ktery vyzaduje prenastaveni exprese cilovych gend. Tato odpovéd byva
stfednédobou az dlouhodobou adaptaci neuronu, ktera nastava béhem minut aZz desitek
minut po stimulaci. Vysledny efekt tedy mlze byt detekovatelny az po urCité dobé, tj.
absence exprese ITF neznamena absenci neurondlni aktivace, z ¢ehoz vyplyva i obtiznost
detekce neuronalni inhibice. Navic se rlizné populace neuronli v mozku lisi prahem

intenzity stimulu nutnym pro spusténi exprese daného ITF i spektrem podnétd, které vedou
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k expresi daneho ITF v konkrétnim neurdlnim systému (podrobna diskuse viz. Harris a kol.
1998; Herdegen 1996; Hoffmann a kol. 1993). Metoda navic neméa ¢asové rozliseni, které
by umoznilo studium dynamiky stimulu a odpovédi. Proto poskytuje pouze korelativni data
a nemlze tedy plnohodnotné nahradit studie elektrofyziologické. Na rozdil od
elektrofyziologickych metod viak umoziuje neuroanatomické funk¢ni mapovani pomoci
ITFs studium chovani intaktnich zvifat a analyzu vzor(i neuronalni aktivace v celém
nervovém systému.

V této praci byly k detekci neuronalni aktivace pouZzity v jednom experimentu dva
rlizné ITFs, resp. jejich produkty - Egrl (znamy také jako zif268, krox-24, NGFI-A, tis 8 a
ZENK) a c-Fos. Vyhodou jsou jejich rozdilné expresni kfivky (Kaczmarek a Chaudhuri
1997; Zangenehpour a Chaudhuri 2002), coz je Cini vhodnym néastrojem screeningu
struktur, u kterych se nevi nic o dynamice reakce na zménu magnetického pole. Nicméné
pri analyze vysledkd bylo tfeba mit na paméti, ze rlizné oblasti mozku vykazuji rozdilnou
expresi téchto dvou ITFs pfi stejné stimulaci. Navic Egrl na rozdil od c-Fos nepodléha
negativni zpétné vazbé (Kaczmarek and Chaudhuri 1997), tim padem je jeho kumulace v

v v s

bunkach dlouhodobéjsi a diky tomu je vhodnym markerem v tomto experimentu s
dlouhodobgjsi stimulaci. Tato skutenost byla patrnd v porovnani exprese obou marker( v
jednotlivych systémech, kde napfiklad hladina exprese Egrl v nékterych strukturach
vyrazné prevysSovala hladinu exprese c-Fos (napf. superior vestibular nucleus; spinal
trigeminal nucleus, caudal part), coZ ale nebylo pozorovano v absolutnim méFitku u vSech
struktur. Expresi ITFs mohly ovlivnit také jiné podnéty, které jsou soucasti standardniho
projevu chovani zvifete. Vzhledem k tomu, Ze zvifata byla umisténa do nového prostredi,
oCekavali jsme narlst exprese nami pouzitych markerd. Tato tendence méla byt ovlivnéna
zménénym magnetickym polem. DalSi vlivy jako motoricka aktivita a Cetnost jednotlivych
prvkl chovani asociovanych s exploraci byly hodnoceny behavioralni analyzou. Vysledky
naznacCuji jen velmi subtilni vliv magnetickych poli na chovani mysi kmene C57BL/6J v
open field testu (Stefanské, 2014). Lze tedy pfedpokladat, Ze vétsina mnou zaznamenanych
rozdild v aktivité jednotlivych funkénich systéml mozku je specificky asociovana s
percepci €i zpracovanim magnetické informace, tj. nesouvisi se zménami v aktivité Ci

chovani béhem open field testu.
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4.2 Magnetoresponzivni neurony ve vestibularnim systemu

Ve vestibularnich jadrech jsme predpokladali silnou zménu exprese ITFs v reakci na
komplexné se ménici magnetickd, protoZe tato by meéla vyvolat silny konflikt mezi
magnetickou a vestibularni informaci. Ve shodé s timto predpokladem byla prokéazana
signifikantné vysSi exprese Egrl v superior vestibular nucleus (SuVe) u zvifat vystavenych
plsobeni komplexné se ménicimu magnetickému poli v rozsahu B = 250 az -250 uT. Toto
zjisténi je v souladu s elektrofyziologickou studii (Semm a kol. 1984), ve které byly
demostrovany reakce neuronalnich populaci superior vestibular nucleus u holuba
(Columba livia) na zmény horizontalni slozky magnetického stimulu. Senzitivitu
analyzovanych vestibularnich neuront zddvodiuji Semm a spoluautofi nepfimou projekci
z nucleus of basal optic root (nBOR), které ipsilateraIlné prenasi retinalni vstupy. Druhym
moznym vysvétlenim nami evidované zmény exprese v SuVe je mozné také prisoudit
vstuplim prichazejicim z lageny vnitfniho ucha. Ta je povaZzovana za mozné centrum
vyskytu primarnich magnetoreceptor(l u ptak(l (Wu a Dickman 2011; 2012). Totéz lze
predpokladat i u savcl. V souladu s touto hypotézou jsou vysledky demonstrujici vliv
vysoce intenzivniho magnetického pole (14,1 T) na reakce potkand, které jsou u zvirat s
intaktnim vestibularnim aparatem (Houpt a kol. 2007). Kromé toho je vstup z lageny
pravdépodobné nezbytny pro funkci head direction cells a tedy pro korektni reprezentaci
prostoru (Stackman a kol. 1997; 2002). Ziskand data tedy naznaCuji zapojeni superior
vestibular nucleus do procesovani magnetickych informaci potfebnych pro prostorovou
orientaci. Ackoli obdobna studie provedena Burgerem a kol. (2010) demonstrovala vyskyt
magnetoresponzivnich neurond v jadrech obsahujicich head direction cells,
elektrofyziologické studie vliv magnetického pole na aktivitu téchto neuronl zatim
neprokazaly (Brown a kol. 2002; Tryon et al. 2012). U ostatnich stimulll nebyly
pozorovany vyrazné zmény exprese aktivitnich markerd. Pfedchozi studie demonstrovala u
holuba magnetoresponsivni neurony v nékolika strukturach vestibularniho systému (Wu a
Dickman 2011), cozZ se tedy v této praci podafilo ovéfit jen ¢astecné. Neprlikaznost zmén
exprese sveéd¢i o moznych nedostateCnych stimulacich potfebnych pro aktivaci vsech
populaci magnetoresponsivnich neuronll ve vestibularnim systému mysi. Nelze vsak
vyloucit ani fakt, Ze u mysi zpracovani magnetické informace ve vestibularnim systému

1i$i od téhoZ u holuba.
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4.3 Magnetoresponzivni neurony v trigeminalnim systemu

U trigeminalniho systému jsme pfedpokladali zmény aktivace jak v principialnim jadre, tak
ve spinalnich jdrech (Dubbeldam a kol. 1998). Trigeminalni systém byl ¢asto zmifiovan v
souvislosti s moznosti vyskytu potencialnich magnetoreceptor(i v zobaku ptakl (Fleissner
a kol. 2003) a ryb (Diebel et al 2000; Eder et al, 2012; Walker et al, 1997). Domnélé
magnetoreceptory holubl se sice ukéazaly byt Zelezo obsahujici makrofagy (Treiber a kol.
2012), ale vliv transekce Ci anestezie opthalmické vétve trigeminalniho nervu na schopnost
zvladat Glohy zalozené na operantnim podmifiovani pomoci magnetickych stimull byl
opakované demostrovan (Beason a Semm 1996; Gagliardo a kol. 2006; Heyers a kol.
2010; Mora a kol. 2004; Walker a kol. 1997). Mnou provedena analyza skute¢né pfinesla
oCekévané signifikantni zmény exprese ve vSech podjadrech spinélniho jadra - oral part,
caudal part a interpolar part. U spinal nucleus - oral part byla pozorovana zvysena exprese
Egrl u zvifat vystavenych plisobeni komplexné se méniciho magnetického pole v rozsahu
B = 250 aZz -250 uT. Tento narCst exprese byl vyrazné vétsi nez u vsech ostatnich
experimentélnich skupin zvirat. Podobny trend byl pozorovan i u spinal trigeminal nucleus
- caudal part, méné jiZ u spinal trigeminal nucleus - interpolar part. U markeru c-Fos byly
podobné zmény exprese pozorovany predevsim u spinal trigeminal nucleus, méné jiz u
ostatnich podjader, kde exprese dosahovala viceméné podobnych hladin. U principalnich
struktur se nepodafilo detekovat vyrazné rozdily mezi experimentalnimi skupinami.
Obecné se predpoklada, Ze trigeminalni systém hraje roli pfi vniméni intenzity
magnetického pole (Beason a Semm 1987, Walker a kol. 1997) a je tedy spiSe soucasti
magnetického mapového smyslu nez magnetického kompasového smyslu (review viz napf.
Wiltschko a Wiltschko 2005).

4.4 Magnetoresponzivni neurony v hipokampo-entorhinalnim systému

Hipokampo-entorhinalni systém je soucasti navigac¢niho okruhu hlodavcl (Touretzky
2002). Ve strukturach tohoto systému byly identifikovany populace magnetoresponzivnich
neuronll u striktné podzemnich, mikroftalmickych rypost éeledi Bathyergidae (Burger a
kol. 2010). Rada behavioralnich studii zaméfenych na magnetickou orientaci je spojena s
vykonavanim konkrétni ulohy ve zménéném magnetickém poli, coZ souvisi s navigacnim
okruhem, ale i s uCenim a obecné prostorovou orientaci. Neuralni substrat magnetické
orientace se tedy pravdépodobné UcCastni vytvareni map prostoru (Semm a kol. 1984).

Hlavnim centrem generovani map prostoru je mimo jiné hipokampalni oblast a aferentné Ci
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eferentné s ni spojené struktury (O’Keefe and Nadel 1978). BohuZel studie zamérené na
magnetorecepci hlodavci se s vyjimkou nékolika malo praci (Burger a kol. 2010; Némec a
kol. 2001; Tryon et al. 2012) neuralnim substratem dosud nezabyvaly, nékolik poznatk{
vsak prinesly studie ptacich modell (Vargas 2006, Wu a Dickman 2011). V oblasti CA1
byl pozorovan velky pokles exprese markeru Egrl u zvifat vystavenych plsobeni
komplexné se méniciho magnetického pole v rozsahu B = 250 aZ -250 uT. Tato skuteCnost
byla pozorovana in vitro na histologickych fezech hipokampu mysi (Trabulsi a kol. 1996;
Ahmed a Wieraszko 2008) V téchto studiich neuronalni populace reagovaly v prvnim
pfipadé na zmény intenzity magnetického pole (2-3mT vs. 8-10mT) a v druhém na na
pulzni magnetické pole (0.16 Hz, 15 mT). Tyto stimulace ovlivnily biochemické procesy
neuronalnich bunék do té miry, Ze navodily stav dlouhodobé potenciace Ci deprese
spojované s ucenim. Ve strukturach lateral entorhinal cortex a medial entorhinal cortex byl
pozorovan podobny vzor poklesu exprese markeru Egrl jako u CAl, coZ pIné odpovida
skute€nosti, Ze tyto oblasti jsou s CA1 propojeny. Entorhinalni kdra projikuje do vsech
oblasti hipokampu primarné vSak do dentate gyrus. Zde oproti oCekavani nebyly
pozorovany signifikantni zmény exprese. Samotny medial entorhinal cortex vytvari
dynamickou neuronalni sit’ pfijimajici zprostfedkované i pfimé vstupni informace potrebné
pro kontinudlni aktualizaci reprezentaci prostoru (Witter and Moser 2006). CA1 projikuje
do subikula a subikulum projikuje zpét do entorhinalni kliry. Jako naznak této projekce Ize
povaZzovat zmény exprese markeru Egrl v oblasti ventral subiculum, ale velky rozptyl

nameérenych hodnot sniZuje jeji statisticky vyznam.

4.5 Magnetoresponzivni neurony ve zrakovém systému

Zrakovy systém je spojovan s magnetorecepci z mnoha dlivodd, predevsim proto, Ze
magnetickd kompasova orientace ptakl a obojZivelnikli je komplexné zavisla na svétle
(review viz Deutschlander a kol. 1999; Wiltschko a Wiltschko 2002, 2010). Dokonce se
uvazuje o lokalizaci magnetoreceptor(l pfimo v sitnici ptakd (Ritz a kol. 2000) ¢i epifyze
obojzivelnik(i (Deutschlander a kol. 1999; Wiltschko a kol. 2002). Je vsak dilezité
poznamenat, Ze u nékterych dal$ich skupin obratlovcl (ryby, morské Zelvy, ryposi) se
magnetickd kompasova orientace zda byt na svétle nezavisla (Lohmann a Lohmann 1993;
Marhold a kol. 1997; Quinn a kol. 1981).
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V této praci jsem analyzovala také korové zrakové oblasti, ale exprese nami
pouzitych ITFs nedosahovala signifikantnich hladin. Do analyzy zrakového systému byl
zahrnut také superior colliculus, ackoli jeho vstupy jsou multimodalni. Nicméné v této
praci jsem se zaméfila na analyzu exprese ITFs v prvnich tfech vrstvach, které ziskavaji
dominantni aferentaci ze sitnice Signifikantni rozdil hladin exprese Egrl a c-Fos byl
pozorovan v superficial gray layer (SCSuG) a zonal layer (SCZo). Byl patrny pokles
exprese markeru c Fos jako reakce na magnetické pole komplexné se ménici v rozsahu B =
250 az -250 pT. Celkovy pattern byl podobny jako u dat markeru Egrl ve vySe
zminovanych strukturach hipokampo-entorhinalniho systému. V dorsal lateral geniculate
(DLG) a castecné i ve ventral lateral geniculate (VLG) byl pozorovan pokles exprese c-Fos
u skupin se zménami magnetického pole (ménila se intenzita i orientace magnetickych
vektor(l). Tento trend je v souladu s teorii navrzenou Thorstenem Ritzem (viz napf.
Mouritsen a Hore 201; 2Ritz 2000), Ze magnetorecepce je tésné sprazena s fotorecepci a
magnetoreceptory zodpovédné za kompasovou orientaci jsou lokalizovany v sitnici.
Citlivost téchto dvou genikulatnich jader na zmény v magnetickém poli dobfe odpovida
této pfedstavé. DLG a VLG jsou soucasti thalamofugalniho okruhu zrakového systému, ve
kterém byly u ptak( rovnéz nalezeny magnetoresponzivni neurony (Heyers a kol. 2007;
Mouritsen a kol. 2005) a chemicka leze jednoho zrakového jadra, jez je soucasti tohoto
systému, vedla k neschopnosti ptak(l orientovat se magneticky kompasem (Zapka a kol.
2009).

4.6 Navazujici vyzkum

Vysledky této diplomové prace vyznamné pfispély k poznatk(im ziskanym nékolikaletym
vyzkumem magnetorecepce v nasi laboratofi. Jak jiz bylo zminéno, studie Némce a kol.
(2001) pfinesla zajimavé vysledky vyskytu magnetoresponsivnich neuronll v superior
colliculus u rypoSe druhu Fukomys anselli. Ve vrstvé stratum griseum intermedium byla
identifikovana populace smérové selektivnich magnetoresponsivnich neurond. V této
diplomové préaci byly z ¢asovych dlvod( analyzovany prvni tfi vrstvy superior colliculus
procesujici zrakovou informaci. Hloubgji uloZené vrstvy superior colliculus budou soucasti
navazujicich analyz. Bude tedy zajimavé porovnat zastupce subterrannich hlodavcl a my$
jako zastupce epigeickych hlodavcl, protoZe zde prezentované vysledky analyz prvnich tri

vrstev vypovidaji o sensitivité superior colliculus u mysi.
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Navigacni okruh hlodavcli popisovany v publikaci Burgera a kol. (2010) pfinesl
vysledky naznacujici, Ze magneticka informace je integrovana v place cells, head direction
cells a grid cells, vytvarejicich propojeny systém dUlezity pro prostorovou orientaci a
navigaci hlodavcl. V této diplomové préaci jsem se zabyvala pouze &asti navigacniho
okruhu, tj. hipokampo-entorhinalnim systémem. | zde byly identifikovany
magnetoresponsivni neurony, a do znacné miry jsem tak potvrdila zavéry vySe uvedené
prace. Tyto vysledky naznacuji, Ze magneticka informace mliZze na Urovni hipokampo-
entorhinalniho systému integrovana a prispivat tak k reprezentaci alocentrického prostoru i
u hlodavcls nadzemni aktivitou a normalné vyvinutym zrakovym systémem. V
nasledujicich studiich planuji rozsifit analyzu exprese aktivitnich markerl na cely
navigacni okruh. Ziskana data vypovidaji o zapojeni vSech Etyr systémi do procesovani
magnetické informace. Jak jiz bylo na zaCatku diskuse zmifiovano, data jsou pouze
korelativni. Na zakladé pouhych porovnani poctu imunopozitivnich neuronl tedy neni
mozné vytvofit konecny zavér tykajici se tak dynamického procesu jako je prostorova
orientace a neurdlni déje s ni spojené. V sérii ndvaznych experimentd budou proto
provedeny deaferentaCni experimenty inhibujici vestibularni vstupy, soucasné budou
probihat elektrofyziologické studie. Pravdépodobné budou do experimentl zahrnuty také
mysi knockouty pro Cryl, Cry2 a pro Cryl & Cry2 a srovndme jejich magneticky
indukovanou ITFs expresi s timtéZ u wild-type C57BL/6J mysi.

61



5. Zavér

V této préci jsem analyzovala neuralni substrat magnetické kompasové orientace u mysi
kmene C57BL/6J s pouzitim indukovatelnych transkripénich faktor( (ITFs) jako markerd
neuronalni odpovédi. Pomoci detekce exprese markerl c-Fos a Egrl jsem identifikovala
populace magnetoresponzivnich neurond ve vSech ¢tyfech analyzovanych funkénich
systémech. Zména exprese vyse zminénych markerli jako pravdépodobna genomicka
odpovéd’ neuronli na magnetickou stimulaci byla demostrovana v téchto strukturach:
superior vestibular nucleus, spinal trigeminal nucleus, CA1, medial entorhinal cortex,
lateral entorhinal cortex, ventral subiculum, dorsal lateral geniculate, ventral lateral
geniculate, superficial gray layer of superior colliculus, zonal layer of superior colliculus.
Tyto vysledky predstavuji prvni pfimou experimentalni podporu zapojeni vétSiny téchto
struktur do percepce magnetického pole ¢i magnetického pole u savcl (Burger a kol.
2010). Zda se byt pravdépodobné, Ze trigeminalni a zrakovy systém se podili na vlastnim
Citi magnetické informace. Vestibularni systém zfejmeé integruje magnetickou a gravitacni
informaci - tihovy vektor slouzi jako reference pro urceni inklinace magnetického pole.
Hipokampo-entorhindlni systém nejspi$ integruje magnetickou informaci za UCelem
vytvéreni a obecné reprezentace alocentrického prostoru (kognitivni mapy). ProtoZe jsou
vysledky experimentu pouze korelativni, planujeme na tuto studii navazat deaferentacnimi

a elektrofyziologickymi experimenty.
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