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UvoD

VazZeni ¢tenari,

dostava se vam do rukou bakalarska prace zabyvajici se tématem sulfatacnich
epitopi extraceluldarni matrix (¢esky mezibunééné hmoty) v mozku. Tento text
pribliZuje problematiku psychickych funkci a psychopatologie z pohledu neurovéd
a predstavuje stru¢né shrnuti dosavadnich vyzkumi v této oblasti, které v ceském

jazyce dosud nebyly publikovany a nenajdeme je ani v rozsahlejSich ucebnicich.

Vyzkum extracelularni matrix v mozku se mimo jiné zabyva moznosti ovlivnéni
neuroplasticity u zivocicht, které mlzZe navratit starému jedinci pamétové schopnosti
mladého, a miize byt, jak doufame, dalsim krokem na cesté k 1é¢bé demenci. Pomoci
experimentdlnich metod miiZzeme zménit vlastnosti mezibunécné hmoty v mozku
a sledovat vliv téchto zmén, které mohou vést ke zlepSeni pamétovych schopnosti.
Soucasné vsak mohou tyto zmény zpiisobit ¢i modulovat zavazné psychopatologické
projevy, se kterymi se musime jako védci vypoiadat, nez se nové objevené metody

stanou soucasti lé¢ebnych metod.

Cilem mého vyzkumu je pribliZit vliv extracelularni matrix na psychické funkce
jedince. Specidlnim typem extraceluldrni matrix jsou perineuralni sité, které reguluji
neuroplasticitu. UkaZeme si, jakou roli tato struktura hraje pri starnuti organismu a jak

souvisi s paméti, ale také psychopatologii jako je napriklad schizofrenie.

Toto téma jsem si zvolila, jelikoZ jsem béhem svého studia psychologie zjistila,
ze mé dalSi smérovani vede spiSe k neurovéddm. Vyzkum jsem provadéla pod
Oddélenim regenerace nervové tkané Ustavu experimentdlni mediciny AVCR
(podpofeno grantem NEURORECON, (CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/0000419). Ma
spoluprace s ustavem pokracCuje i po dokonceni empirické casti bakalarské prace
a velmi si ji vazim.

Prilezitosti pro vyzkum perineuralnich siti stale nejsou vycerpany - a jsem
vdécna za tuto prilezitost se na vyzkumu aktivné podilet. Ted uz zbyva jen doufat, Ze

toto seznameni s fascinujicim svétem perineuralnich siti zaujme i Ctenare této prace.
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1 EXTRACELULARNI MATRIX
A PERINEURALNI SITE

Pfedmétem naseho vyzkumu je extraceluldrni matrix (mezibunécna hmota)
v centralni nervové soustavé obratlovcil. Ta zde vytvari rizné struktury, které si pro
piehled uvedeme - jde o bazalni laminu, intersticidlni matrix a pro tuto praci
nejdulezitéjsi perineuralni sité.

Perineuralni sité jsou mrizkovité struktury, které obklopuji neurony a jejich
synapse. Vsoucasné dobé na sebe pritahuji perineuralni sité pozornost védci
z riznych divodl - vyznamné ovliviiuji synaptickou plasticitu, s ¢imz souvisi vliv na
schopnost uceni a paméti. Porozuméni jejich funkce muize ptinést pokrok naptiklad
v 1é¢bé demence, ale i jinych psychopatologickych stavii (vice napt. Sorg et al,, 2016).
O tom, jak vyrazné mohou perineuralni sité ovlivnit chovani a uceni u jedince,

pojednava teoreticka ¢ast této prace.

NeZ se vSak zaméfime na problematiku perineuralnich siti a konkrétnich
psychickych funkci ¢i psychopatologie, musime si nejdiive stru¢né nastinit strukturu

a funkci perineuralnich siti v CNS obratlovcu.

1.0 Extracelularni matrix v téle zivocichu

Extracelularni matrix (ECM), vnaSem rodném jazyce znaméjsi jako
mezibunééna hmota (angl. extracellular matrix) vypliiuje prostory mezi buiikami ve
tkanich zivocichii. Mohlo by se znazvu zdat, Ze jde o ,vypliovou strukturu“, ve
skutecnosti ale mezibunécnd hmota plni hned nékolik zasadnich roli ve zdravém

fungovani organismu.

Vrostlinach je mezibunécnd hmota tvorena polysacharidy, u Zzivocichl je
tvoiena komplexnimi strukturami tvorenymi prevazné z proteind, které vsak Casto
mivaji cukerné slozky. Je nutné si uvédomit, Ze bez ni by mnohobunécny Zivot nebyl

vlibec mozny (Engel & Chiquet, 2011).



1.0.0 SlozZeni a funkce extracelularni matrix

Extracelularni matrix se sklada z Sirokého spektra latek, z nichZ jsou nejvice

zastoupeny proteiny. V soucasnosti je jich zndmo priblizné 300 druhd (Hynes & Naba,

2012). Svym sloZzenim ECM definuje fyzikalni vlastnosti tkani, a kromé toho

predstavuje zasobarnu latek nezbytnych pro jejich rist a vyvoj (Yue, 2014).

vvvvvv

najdeme:

Kolageny jsou proteiny skladajici se ze tii polypeptidovych fetézct.
U obratlovcl existuje 28 typi kolagenti, a jednotlivé typy se mohou lisit
strukturou i vyznamem. Kolagen typu |, II, a Il formuje vldkna, kolagen typu IV
formuje struktury podobné mrizkam a tvori tak zaklad bazalni membrany (viz
dale) (Yue, 2014). V priiméru tvori pravé kolageny zhruba 30% hmotnosti vSech
proteint v téle Zivocichi (Frantz et al., 2010).

Proteoglykany se skladaji z proteinovych jader, na kterd jsou kovalentné
navazany glykosaminoglykanové (GAG) ftetézce. Ty jsou sloZeny
z polysacharidii tvorenych opakujici se disacharidovou jednotkou. Mezi
zdkladni typy GAG retézci, které najdeme v proteoglykanech, patfi hyaluronan
(kyselina hyaluronova), chondroitinsulfat, dermatansulfat, keratansulfat
a heparansulfat (Bandtlow & Zimmermann, 2000). Jak nazvy napovidaji,
vSechny typy vyjma kys. hyaluronové jsou sulfatované - v jejich molekulach je
perineuralnich siti, a proto se jim budeme v této praci vénovat podrobnéji.
Lamininy jsou skupina proteini tvorici mftizkovité struktury, patii mezi
proteiny zpevnujici tkané. Chemicky je fadime mezi glykoproteiny, tedy
proteiny obsahujici cukernou slozku. Jsou velmi vyznamné v embryonalnim
vyvoji (Durbeej, 2009), a strukturni roli plni také v perineuralnich sitich.
Fibronektiny jsou dalsi vyznamné glykoproteiny v ECM. Jeho funkci je drzet
bunky ve tkani pri sobé a svou roli plni také pri migraci bunék béhem vyvoje
organismu (Yue, 2014; Frantz et al.,, 2010)

Elastin je bilkovina prispivajici k elastickym vlastnostem tkani. Najdeme jej
tedy vSude, kde jsou tkané napinany a smrstovany, jako napiiklad v plicich ¢i

vazivu (Kozel etal., 2011).



Funkce extracelularni matrix jsou pomérné riznorodé. Samoziejmé, slouzi jako
vyplii mezibunécného prostoru. Jde vSak o mnohem vice, ECM urCuje spravné
usporadani bunék a pri jejich vzniku funguje jako leSeni, vedouci nové bunky na
jejich urcené misto. Funguje také jako ,zdsobarna“ riistovych faktorl pro buiky
(Yue, 2014). Nezanedbatelnou roli hraje mezibunécnd hmota i vudrZovani

homeostazy (Frantz et al., 2010).

1.0.1 Extracelularni matrix v centralni nervové soustaveé

Pripomenme si, Ze sloZzeni ECM se s ohledem na typ tkané miize lisit. Funkce,
které plni v chrupavkach ¢i ve svalech, je odliSna od funkce, kterou plni v centralnim
nervovém systému. Pro Uplnost si nyni uvedeme typy ECM v CNS: bazalni laminu,

intersticidlni matrix a perineuralni sité.

Bazalni lamina (BL) je typem mezibunécéné hmoty, ktery najdeme kromé
mozku i v celém téle. Vytvari tenky list hmoty a skldda se z kolageni, fibronektint,
lamininu a dalSich proteinti. Obecné oddéluje epitely od pojivovych tkani, obklopuje
také jednotlivé svalové ¢i tukové bunky, v perifernim nervovém systému obklopuje
i Schwannovy buriiky. Nejde jen o fyzickou bariéru, BL aktivné komunikuje s butikami
a vytvari podminky zcela zdsadni pro jejich preziti (Alberts et al., 2015). V CNS ji

najdeme pri endotelu v cévach a na povrchu pod pia mater (Lau et al., 2013).

Druhym typem extracelularni matrix v CNS je intersticialni matrix. Strucné
muiiZeme Fici, Ze se jedna o typ ECM nezaraditelny k bazalni laminé ani k perineuralnim
sitim (¢i podobné perinodalni ECM). Vjejim sloZeni prevaZzuji proteoglykany,
hyaluronan, tenasciny a link proteiny, najdeme tu vSak také kolageny, lamininy,

glykoproteiny a fibronektin (Lau et al., 2013).

Tretim vyznamnym druhem extraceluldrni matrix v mozku jsou perineuralni
sité (PNS), kterym se budeme podrobnéji vénovat v nadchazejicich kapitolach.
Strukturné podobna perineuralnim sitim je i tzv. perinodalni extra-celularni matrix,
ktera obklopuje témér vsechny Ranvierovy zatezy v CNS savct. Od PNS se lisi slozenim
(prevaZuji proteiny brevican, versican a neurocan, zatimco v PNS je to aggrecan; viz
dale). V soucasnosti vime, Ze maji vliv na rychlost vedeni nervového vzruchu a jestlize

naruSime jejich strukturu knock-outem HALPN-2 - knock-out prakticky ,vystfihne“



gen pro tento link protein, ktery se tak ve vzniklém organismu neobjevi - vedeni se

zpomali (Fawcett et al.,, 2019a).

1.1 Perineuralni sité

Perineuralni sité (PNS) jsou specidlnim pripadem extracelularni matrix
obklopujici neurony v centralni nervové soustavé obratlovci. Objeveny byly jiZ roku
1883 (publikovano 1889) italskym lékafem Camillem Golgim. On sam je povaZoval za
yneurokeratin“ zpeviujici strukturu neuronu a o ptivodu a vyznamu se vedly debaty
ukoncéené vlivnym nazorem, Ze jde jen o artefakt koagulace pericelularnich tekutin
v CNS. Tak ztstaly perineurdlni sité prakticky zapomenuty az do druhé poloviny 20.
stoleti. Za nartlist zajmu o tuto strukturu, ktery vidime na obrazku 1, vdécime az objevu

imunistochemickych metod (Celio et al., 1998).

Za Ctyricet let jsme se posunuli od analyzy struktury perineuralnich siti (napft.
Bandtlow & Zimmermann, 2000) ke zkoumani jejich role v uzavirani kritickych period
(napft. Pizzorusso, 2002) azZ recentnim studiim, vénujicim se jejich pfimému vlivu na
psychické funkce (napr. Koskinen et al., 2020; Romberg et al., 2013). Soucasti

posledniho zminéného typu studie je pravé tato bakalarska prace.

Obrazek 1: Z poctu publikovanych ¢lank vidime nardst zajmu o perineuralni sité.
Pocet publikovanych ¢lankt o PNS
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Zdroj dat: PubMed.com
PNS pripominaji svou strukturou sitku ¢i mriZku obklopujici télo neuronu a jeho

proximalni dendrity (Celio et al, 1998; Celio & Bliimcke, 1994). Obklopuji pouze
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vybrané typy neuront, nejcastéji jde o parvalbuminové interneurony - viz obrazek 1

(Favuzzi, 2017; Sulivan, 2018).

Obrazek 1: Parvalbuminovy interneuron s perineuralni siti - ilustrace.

Zdroj: vlastni tvorba, vytvoreno v programu ProCreate.

Parvalbuminové (Pvalb/PV) interneurony (v anglické literatuie uvadény také
jako kosickové buniky = basket cells/chandelier cells) jsou interneurony, které najdeme
v bazalnich gangliich, mozkové kiire, v hippokampu, mozecku a mnoha dalSich
strukturach (Cowan et al.,, 1990; Hashemi et al., 2016; Fuchs et al., 2007), VSechny
parvalbuminové interneurony jsou GABAergické, ve vSech GABAergickych

interneuronech vsak Pvalb exprimovan neni (Cowan et al., 1990).

Parvalbumin ma schopnost vazat vapnik a jeho pfritomnost v neuronu umoziuje
velmi rychlé série akcnich potenciadld (Caillard et al, 2000). PV interneurony
koordinuji aktivitu pyramidovych bunék a nejcastéji tvori axo-somatické a axo-
axondlni synapse, které obklopuji cely pyramidovy neuron (Freund & Katona, 2007).
Z vyzkum vyplyva, Ze jsou PV interneurony zodpovédné za gamma oscilace viditelné
na EEG a jejich inhibici miizeme oscilace potlacit (Sohal et al., 2009), Pri knock-outu

parvalbuminu u mysi pozorujeme rozdily v motorice a Casté€jsi epileptické zachvaty

(Caillard et al., 2000), v lidském mozku je Ubytek parvalbuminovych interneuront
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pozorovan u autistickych pacientli (Hashemi et al., 2016). Abnormality v synapsich PV
interneuronti narusuji gama oscilace a kognitivni funkce také u pacientli trpicich
schizofrenii (Lewis et al.,, 2012). Tabulka 1 obsahuje mista, kde v mozku mtzeme PNS

najit.

Tab. 1: Typy neuronti pozitivnich na PNS a jejich lokace v CNS

Lokace v CNS Typ neuronu
GABAergické inhibicni interneurony,
Kortex inhibi¢ni pyramidové buiiky pozitivni na
parvalbumin

inhibi¢ni interneurony pozitivni na

Amygdala parvalbumin a calbindin

parvalbuminové interneurony a excitacni

Hippokampus pyramidové neurony

Mozecek excitacni Golgiho neurony, Purkynovy bunky

Micha velké interneurony, motoneurony

Zdroj: Spijker & Kwok, 2017; Carulli & Verhaagen, 2021.

V nasledujici kapitole si pribliZime specifické sloZeni perineuralni funkce, jejich
vyvoj v pribéhu Zivota a vliv na plasticitu synapsi, a také jejich vyznam, ktery se dale

intenzivné zkouma.

1.1.1 SloZeni perineuralnich siti

Na rozdil od jinych typi extracelularni matrix, perineurdlni sité obsahuji
vyrazné méné fibronektinti, kolagenti a lamininti (Miner & Sanes, 1994, citovano

v Giamanco & Matthews, 2012). O to vice zde najdeme proteoglykant, které tvoii jejich

vvvvvv

Proteoglykany radime mezi proteiny, a charakteristické jsou navazanim
glykosaminoglykanovych retézci na proteinové jadro. Glykosaminoglykany (dale
GAG) jsou polysacharidy, které tvoii opakujici se disacharidova jednotka, kterych zde
najdeme priblizné 20 az 200 (Bandtlow & Zimmermann, 2000). Zakladem

disacharidové jednotky jsou uronové kyseliny a hexosaminy (Pomin & Mulloy, 2018).

Specifické stiidani téchto komponent vytvari rizné retézce, pomoci kterych
muzeme proteoglykany rozliSovat na chondroitinsulfat, heparansulfat, dermatansulfat

a hyaluronan, ktery na rozdil od drive zminénych GAG neni sulfatovan (Bandtlow &

12



Zimmermann, 2000) - tyto zakladni GAG vidime na obrazku 3. GAG v proteoglykanech
vytvari jejich charakteristicky zaporny naboj, ktery ovliviiuje jejich fyziologickou

funkci (viz dale).

Obrazek 3: Disacharidové jednotky glykosaminoglykanovych retézct
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Pozn.: Sedé znacky naznacuji mista pro sulfataci GAG. Zdroj: vlastni tvorba, vytvoreno v softwaru
BioRender.

Jednotlivé proteoglykany rozliSujeme pravé podle typu navazanych GAG. Mezi
nejvyznamnéjs$i z nich patii chondroitinsulfatové proteoglykany (CSPG), které jsou
predmétem mnoha soucasnych studii, vzhledem k tomu, Ze zmény v jejich sulfataci
mohou vyrazné ovlivnit plasticitu synapsi (Sorg et al., 2016). CSPG jsou tak predmétem

nasi studie.

Nejvice zastoupené proteoglykany v PNS jsou tzv. lecticany (angl. lectican

family) (Milev et al,, 1998). Mezi né radime nasledujici ctyri CSPG:

e Aggrecan je jednim z hlavnich CSPG a pro spravnou formaci PNS je nezbytny.
In vitro vyzkum ukazal, Ze bez aggrecanu se sit sice zformuje, jeji struktura je
vSak deformovana (Giamanco et al., 2010). Najdeme jej prakticky ve vSech
perineurdlnich sitich. Neni specificky pro centralni nervovy systém a jeho
integrace do PNS je spojend s koncem kritické periody pro synaptickou

plasticitu (viz dale) (Galtrey et al., 2008).
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Brevican (BCAN) najdeme pouze v centralni nervové soustavé. Ovliviiuje
mnozstvi a zrani excitacnich synapsi a spekuluje se, Ze by mohl primo ovliviiovat
hustotu a mnoZzstvi napétim rizenych iontovych kanalli neuront. (Favuzzi et al.,
2017).

Neurocan (NCAN) je také specificky pro CNS a ma vliv na spravnou formaci PNS
a na zrani inhibi¢nich synapsi (Schmidt et al., 2020), a ovliviiuje také jejich
hustotu a mnoZstvi (Sullivan et al., 2018).

Versican (VCAN) a jeho role dosud nebyly zcela objasnény. Yamagata a Sanes
(2005) uvadi, ze hraje roli v transformaci presynaptickych utvari. Na rozdil od
vySe zminénych lecticanli jej najdeme zejména na velkych neuronech
pyramidové neurony a Purkynovy bunky v mozecku (Horii-Hayashi et al,,

2008).

Mezi dalsi proteiny, které jiz nefadime do rodiny lecticanti, najdeme naptiklad

nasledujici:

Phosphocan (RPTP() propojuje perineuralni sit spovrchem neuront
a prispiva kformaci jeji mrizkovité struktury a urcuje zptsob, jakym PNS
neuron obklopi (Eill et al., 2020).

Hyaluronan tvoii jakousi ,patei“ celé perineurdlni sité, kde se vaZe na
tenasciny a GAG proteoglykani. Vytvareji jej buiikky pomoci membranového
enzymu hyaluronan syntetazy (Kwok et al., 2010; Galtrey et al., 2008).
Tenasciny patii mezi glykoproteiny a mezi jejich funkce patfi stabilizace PNS.
RozliSujeme dva typy, které se vyskytuji v PNS - tenascin-C (TN-C) a tenascin-R
(TN-R). Béhem vyvoje ZivocCicha prevazuje TN-C, v dospélosti pak TN-R, knock-
out TN-C zpuisobi snizenou synaptickou plasticitu (Evers et al., 2002). Deficience
v tenascinu-R muiZe narusit strukturu PNS a zplisobuje jeji ubytek (Morawski et
al.,, 2014).

Link proteiny (HALPN-1 a HALPN-4) pripivaji kvazbé proteoglykant na
hyaluronanovou pater (Fawcett etal, 2019a; Galtrey et al., 2008). Staci odstranit
pouze jeden z nich a dojde k oslabeni PNS a zvysSeni neuroplasticity (Fawcett et

al, 2019a).
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Obrazek 4: Schéma struktury perineuralnich siti

e8¢ aggrecan
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Pozn.: MiiZzeme si vS§imnout, Ze molekula aggrecanu obsahuje nejvice chondroitin sulfdtu, jehoZ sulfatacni
mechanismy vyrazné ovliviiuji funkce CNS. Trimerni tenascin-R CSPG propojuje navzdjem a ¢inf tak PNS
rigidnéjsi. Vytvoreno v softwaru BioRender.

1.1.2 Vyvoj PNS a jejich sulfatac¢ni epitopy

Nyni se dostavame k zasadni ¢asti této kapitoly - ukdZeme si, jak se v priibéhu
véku méni perineurdlni sité. Abychom se v téchto zménach orientovali, nejdrive se
zaméfime na jeden dilezity proces: sulfataci. Z minulé podkapitoly vime, Ze
chondroitin-sulfatové retézce jsou sulfatované. V perineuradlnich sitich mohou mit

CSPG nékolik tzv. sulfata¢nich epitopii, tedy mist, kde se miize na GAG retézec navazat

sulfatova skupina SOs . Sulfataci GAG v perineuralnich siti realizuji enzymy chondroitin
6-sulfatotransferasa-1 (C6ST-1) a chondroitin 4-sulfatotransferasa-1 (C4ST-1). C6ST-
1 zodpovida za 6-sulfataci, C4ST-1 4-sulfataci. Tyto pro ¢tenare mozna neprehledné
zkratky obsahuji cennou informaci - kde presné na disacharidové jednotce
chondroitin-sulfatu je sulfatova skupina navazana, viz obrazek 3, kde jsou tato vazebna

mista naznacena (Mikami & Kitagawa, 2013).

Kromé téchto sulfatacnich epitopii je mozna i disulfatace - navazani sulfatové
skupiny na dvé vhodna vazebna mista v GAG. Po chondroitin sulfat jsou to pozice 2, 6
nebo 4 a 6. 4,6-disulfatace plisobi inhibi¢né na riist axont, vytvaii vsak vazebné misto

pro ristové faktory neuronti (Fawcett et al., 2019a).
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6-sulfatace CSPG prevazuje v prenatalnim obdobi Zivota, kdy v CNS najdeme
juvenilni matrix sloZenou z neurocanu, phosphacanu, versicanu, tenascinu-C a link
proteint (Milev et al.,, 1998). Kratce po narozeni se 6-sulfatace vyskytuje u 18% CS
Fetézcl proteoglykant a 4-sulfatace u 60% z nich. Po uzavreni kritickych period pro
uceni (viz dale) se tvori C6S pouze 2,5% GAG retézci v PNS, zatimco C4S 91% (Carulli
et al., 2010; citovano v Fawcett et al., 2019a).

Zdanlivé mald zména vsulfataci ma dalekosahlé dlsledky. Oproti C6S
chondroitin-4-sulfat tvorbu novych synapsi inhibuje, omezuje regeneraci neuroni
a v dospélosti v PNS prevazuje (Wang et al., 2008). Z nejnovéjsich vyzkum vyplyva, Ze
pravé tento posun je jednim z dlivodl sniZzené schopnosti uceni a paméti v pozdnim
véku. U transgennich mysi se zvySenou expresi C6ST-1 zistala juvenilni neuroplasticita
zachovana. Ackoliv obecné CSPG blokuji vznikani novych synapsi, chondroitin-6-sulfat

prispiva k vétsi propustnosti PNS (Miyata et al,, 2012).

Cennym nastrojem ve vyzkumu sulfatacnich epitopii perineuralnich siti se staly
knock-out experimenty, pomoci kterych miizeme jeden gen ,,vypnout®. Pfi knock-outu
C4ST-1 aspésné potlacime projevy stari a snizené plasticity mysiho mozku (J. RGzicka,
osobni sdéleni, 22.2.2022), knock-out C6ST-1 pak vede k prakticky opacnym
vysledklim (Yang et al., 2021).

1.1.3 Co vime o funkci perineuralnich siti

NeZ se presuneme kdalSi kapitole, shrneme si stru¢né vSe, co o roli

perineuralnich sitich dosud vime.

V prechozich kapitolach jsme se vénovali vlivu perineuralnich siti na stabilitu
a plasticitu synapsi. Starsi i recentni studie potvrzuji, Ze proteoglykanova sit' okolo
neuront u dospélych jedinci stabilizuje stavajici synapse a soucasné brani vzniku
novych synapsi (Hensh, 2005; Pizzorusso, 2002). Vyslednou plasticitu synapsi urcuje
mimo jiné prevladajici sulfatatni epitop chondroitin-sulfatovych retézci v CSPG
(Fawcett et al,, 2019a; Sorg et al.,, 2016).

Narusenim PNS vlivem enzymi ¢i knock-outu miizeme synaptickou plasticitu
zvysit. Jestlize se podivdme na timto zplsobem nové vzniklé synapse, mizZeme

pozorovat pokles v excitatnich a inhibi¢nich postsynaptickych proudech, narusujici
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fyziologii synapse, coz dokazuje dileZitost perineurdlnich siti pro jejich stabilizaci
(Spijker & Kwok, 2017).

Perineuralni sité ridi uzavirani Kkritickych period. Mnoho rtznych studii
dokazalo existenci tzv. kritickych period pro uceni; jmenovité napiiklad Hubel a Wiesel
(1970) zakryli jedno oko kotatiim a dospélym kockam - u kotat na zdkladé tohoto
omezen doslo ke zméné struktury kortexu, mozek dospélého jedince nebyl ani zdaleka
tak ovlivnén, coZ dokazuje existenci obdobi zvysSené plasticity, nazyvané Kriticka
perioda. Hensch (2005) a Pizzuroso a jeho tym (2002) potvrdili Ze formace
perineurdalnich siti tuto kritickou periodu ukon¢i.

Ukazalo se, Ze proteoglykany z PNS (konkrétné CSPG) ovliviiuji nejen uzavieni
kritické periody, ale také jeho spusSténi, souvisejici s modulaci cinnosti PV
interneuront, které obklopuji (Hou et al., 2017). Ke konci kritické periody je do PNS
integrovan aggrecan a jejich hustota narusta, ¢imz je kriticka perioda uzaviena (Hou et
al., 2017; Galtrey et al., 2008).

Dalsi studie ukazaly, Ze PNS omezuji mobilitu proteinii navazanych na
neuronalni membranu. Membranové receptory v buiice nemaji stalou pozici. Mtizou
se presouvat po buné¢né membrané a pohybovat se tak naptiklad do synaptické
Stérbiny ¢i ven z ni. Tak mlZe neuron ménit pocet aktivnich receptort v synapsi.
Tomuto presunu vSak brani perineurdlni sit' (Frischknecht et al., 2009). Jedna se
o jeden ze zndmych mechanismi, kterym perineuralni sité ovliviiuji plasticitu synapsi.

Dalsi z potvrzenych funkci PNS je koncentrace ristovych faktoru okolo
neuronii. Ristové faktory se vazou na GAG retézce CSPG, mezi znamé patii NGF (nerve
growth factor), BDNF (brain-derived neurotrophic factor), NT3 (neurotrophin3),
midKin, pleiotrofin a dalsi (Fawcett et al., 2019a; Celio & Bliimcke, 1994). Zlistava zde
vSak hodné prostoru pro dalsi vyzkum.

Kromé vazani ristovych faktorl je znamo, Ze perineurdlni sité, vlivem
zaporného naboje CSPG, mohou zachytavat kationty a ovlivnit tak fyziologii neuront
vytvarenim specifického gradientu, ktery umoziiuje témto neurontim rychlé série
akcnich potenciali (Morawski et al., 2015).

PNS chrani nervové bunky pied oxidac¢nim stresem - vzniku volnych
kyslikovych radikalti jako vedlejSiho produktu metabolismu, které mohou poskozovat
bunky. Parvalbuminové interneurony, obklopené PNS, jsou metabolicky velmi

naro¢né, vzhledem kvysoké frekvenci jejich ak¢nich potencidlii. Proto zde vznika
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riziko zvySeného oxidacniho stresu, proti kterému si vyvinuly G¢innou obranu. Jednim

v

z téchto obrannych prostfedkii PV interneuronti jsou pravé perineurdlni sité
(Cabungcal et al., 2013). Zaporny naboj komponentt PNS dokaZe zachytit potencialné
Skodlivé molekuly, jako naptiklad atomy Zeleza, které prispivaji ke tvorbé potencialné
nebezpecnych vodikovych radikalt. JestliZe perineuralni sité zredukujeme, neurony jiz
nejsou pred oxidacnim stresem chranény (Suttkus, 2014, citovano v Spijker & Kwok,
2017).

Perineuralni sité se podili i na prevenci cytotoxicity, kterou si mlizeme
demonstrovat na prikladu Alzheimerovy choroby, neurodegenerace zplisobené
neurotoxickym -amyloidem. Nékolik studii potvrdilo, Ze pravé CSPG v perineuralnich

sitich chrani neurony oblastech bohatych na PNS pred vlivem [3-amyloidu (Miyata et

al., 2007; Briickner et al., 1999).

MiZe pomoci odstranéni perineuralnich siti? Reichelt (2020) vSak uvadi, Ze mikroglie pfitomné
v CNS likviduji degenerované neurony a dochazi také kdegradaci perineurdlnich siti, coz muze
znamenat ztratu prirozené ochrany neurond, ale také navrat synaptické plasticity! Injekci chABC do
hippokampu mysi, které slouzily jako geneticky upravené modely Alzheimerovy choroby, se

vyzkumnikdm skute¢né podarilo zvratit ztratu paméti v rané fazi nemoci (Végh et al., 2014).
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2 PSYCHIKA JEDINCE V KONTEXTU
PERINEURALNICH SITI

Proc¢ se v soucasnosti vénujeme struktui'e, nad kterou v devatenactém stoleti
mavl jeden ze zakladateli neurovéd Ramon y Cajal rukou jako nad nevyznamnou (Celio
et al., 1988)? Jak vidime, i védec takového formatu se nékdy muiZe mylit, a jak jsme si
v minulé kapitole ukazali, perineuralni sité hraji v CNS obratlovcli pomérné diilezZitou
roli. V minulé kapitole jsme si ukazali, jak tyto komplexni struktury vypadaji a co zatim
vime o jejich funkci. V psychologii vSak zkoumame konkrétni psychické funkce,
s jejichZ biologickymi zaklady je potieba se obeznamit. I zde hraji perineuralni sité
svou roli, které se vénuji zejména recentni studie.

V pribéhu let se zaméreni studii PNS ménilo. Nejprve nas zajimaly zakladni mechanismy, jak
perineuralni sité obecné ovliviiuji neurony (vice napt. Pizzorusso et al.,, 2002; Galtrey et al., 2008). Dalsi
studie zdlraznuji vliv perineuralnich siti na plasticitu synapsi, coz ovliviiuje schopnosti paméti a uceni
(napt. Romberg et al, 2013). Vsoucasnosti se studie zaméruji také roli perineurdlnich siti
v psychopatologii.

Abychom mohli sledovat vliv PNS, potifebujeme modelovy organismus, kterym
z etickych divodli nemtiZe byt ¢lovék. Proto se vétSina zminénych studif provadi na
mySim a potkanim modelu. VyuZivame tedy takové metody, které ndm bezpecné

umozni sledovat projevy jednotlivych psychickych funkci i u hlodavci.

2.1 Sociabilita a socialni rekognice

Sociabilita neboli spoleCenskost souvisi se vztahem jedince k ostatnim
jedincim stejného druhu. Pozorujeme ji u mnohych Zivoc¢iSnych druha vcéetné lidi
atuto potfebu mame relativné dobie zmapovanou. Zajimavé je, Ze v sociadlnich
situacich Casto dojde k ,emoc¢ni ndkaze“, tedy kdy rozpoloZeni jednoho ¢lena skupiny
dokaze ovlivnit i prozivani ostatnich - jestlize dame potkana k vystresovanému

potkanovi, bude po chvili také vykazovat znamky stresu (Levy & Yizhar, 2018).

Jednim z duleZitych aspekt spole¢enského chovani je schopnost socialni
rekognice (angl. social recognition memory), ktera nam umoziuje rozpoznavat zname
a neznamé tvare. | tento aspekt spolecenského chovani miizeme pozorovat a mérit
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u zvirat. Z provedenych studii vime, Ze se na utvareni pamétovych stop pro socialni
rekognici podili hippokampus, amygdala, anteriorni cingularni kortex a medialni
prefrontalni kortex. Zatimco hippokampus vytvari pamétové stopy, anteriorni
cingularni kortex a amygdala koordinuji aktivitu mozku v socidlnich situacich

(Tanimizu et al., 2017).

Vsechny vyjmenované struktury obsahuji velké mnozstvi parvalbuminovych
interneuroni obklopenych perineuralnimi sitémi. Kromé nich mtizeme PNS najit také
napiiklad na hipokampalnich excitacnich pyramidovych neuronech - konkrétné jde
o oblast CA2 v hippokampu, ktera je na PNS obzvlasté bohata (Cope et al., 2021).
Najdeme je vSak také na jiném typu inhibi¢nich interneuroni exprimujicich protein
calbindin, ktery je podobné jako parvalbumin schopen vazat vapnik (Carstens et al.,

2016; McDonald et al., 2018).

V pripadé abnormalni hustoty perineuralnich siti v hippokampu v nékterych
mysSich modelech pozorujeme v testech socialni paméti podstatné sniZeni vykonu. Po
natraveni PNS chondroitinazou ABC dojde k jejich redukci, socialni pamét se vyrazné

zlepsi (Cope etal., 2021).

Jak zkoumame sociabilitu?

Seznameni s novym jedincem v piipadé mysi (ale i jinych savci, vzpomerime si
na psy v parku) probihd pomoci o€ichavani. Pomoci ¢ichu mys dokaze nejen rozpoznat
jiné mysi, ale dokaZe napriklad urcit, zda se jedna o dobrého potencidlniho partnera,
nebo naopak potencialniho nepfritele (Choleris et al., 2009; Brennan & Keverne, 1997).
Pokud se mys setkd s jinou mysi poprvé, ocichaji se a projevuji zvySeny zajem, pfri
dalSim setkani vSak zajem ¢aste¢né opadne (Winslow, 2003) - pozndme tak, Ze si my$

tohoto jedince jiZ zapamatovala.

Jednim z ¢asto pouzivanych behavioralnich testd je habitua¢ni-dehabituacni
test. Testovanému hlodavci predstavime jiného hlodavce a poc¢kdme, aZ se seznami. Po
opakované prezentaci zdjem o tohoto jedince opada. JestliZe prezentujeme nového,
dosud neznamého jedince, testovany hlodavec znovu projevi zajem. Problémem testu
je, Ze trva déle, a béhem této doby mize testovana mys o ukol ztratit zajem a dojde tak

ke zkresleni dat (Choleris et al., 2009).
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CitlivéjSim se tak jevi test socialni diskriminace, kdy testovanému zvireti
predstavime nového a jiz znamého hlodavce zaroven (Choleris et al., 2009). Pri testu
nejprve zvire vystavime kontaktu s jinym jedincem (dbame na to, aby neslo o jedince
ze stejné klece) a dame mu prostor se s druhym jedincem seznamit a ocichat si jej. Po
uplynuti urcené doby priddme do prostoru dalsi, novou mys, kterda by meéla vzbudit
u testované mysi vétsi zajem, a tudiZ by interakce s ni mély byt za normalnich okolnosti
Castéjsi. V pripadé, Ze se doba stravena zkoumanim starého a nového podnétu nelisila,

svédci tyto vysledky o sniZené socidlni paméti (Winslow, 2003)

2.2 Pameét a PNS

Pamét je schopnost uchovani informaci a dovednosti ziskanych ucenim.
Z psychologie vime, Ze ji délime na kratkodobou a dlouhodobou, ktera se déli na
deklarativni a nedeklarativni. Deklarativni pamét zahrnuje sémantickou (znalosti)
a epizodickou (Zivotni udalosti). Nedeklarativni pak zahrnuje naucené dovednosti
(Bear et al.,, 2015). Pro tcely této prace musime toto déleni odsunout stranou, jelikoZ
v soucasnosti miizeme vliv zmén v PNS zkoumat pouze na zvifecim modelu ¢i velmi

omezené v post mortem studiich.

Je jiZz vSeobecné zndmo, Ze pamét Uzce souvisi se silou a plasticitou synapsi.
Jestlize se aktivné ucime nové véci, synapse vznikaji a miiZeme je posilovat. Pokud
danou schopnost neprocvi¢ujeme, spojeni mezi neurony zanikaji a miize se stat, Ze
zapomeneme. Neni tedy divu, Ze ovlivnénim PNS miiZeme vyrazné zménit pamétové

schopnosti jedince k lepSimu, ale také k hor§imu (Yang et al.,, 2021).

2.2.1 Deklarativni pamét a rozpoznani nového objektu

Test spontanniho rozpoznani nového objektu (angl. spontaneous novel object
recognition, zkr. SNOR) je jednim z dilcich testii v naSem experimentu (piesnéji si jeho
pribéh ukdzeme v kapitole vénujici se metoddm). Pokud se podivime na objekt
auvédomime si, Ze ho zname, hovorime o rekognici (Cesky bychom mohli fici
rozpoznani) - vzpomnéli jsme si, Ze jsme tu véc alesponl jednou vidéli (Brown &

Aggleton, 2001). SNOR radime k deklarativni paméti (Romberg et al., 2013).

Mozkové struktury spojené s SNOR zahrnuji hippokampus, z korovych oblasti

pak perirhinalni, parahippokampalni, entorhinalni a insularni kortex (Balderas et al.,
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2015). VSechny mechanismy konsolidace tohoto typu paméti ndm zatim nejsou znamy,
dosud provedené studie ale zdiiraziuji vyznam perirhinalniho kortexu (Balderas et al.,

2015) a hippokampu (Brown & Aggleton, 2001).

Perirhinalni (Prh) Kkortex je jednou z asocia¢nich oblasti spankového laloku
a prijima podnéty ze vSech smyslovych organl. Pri prezentaci objektu, ktery je
modelovému organismu jiZ zndm, zde pozorujeme sniZenou aktivitu neuront (Brown
& Aggleton, 2001). Vyzkumy naznacuji, Ze jeho role v SNOR spociva v rozpoznavani
tvaru a vzoru objektli a pomaha urcit novost objektu; 1éze v této oblasti tuto schopnost
znacné limituji (Miranda & Bekinschtein, 2018, Kim et al., 2014). Zajimavé je, Ze 1éze
pouze v Prh kortexu u potkanii zplisobily, Ze bylo zviie schopné poznat novost objektu,
kdyz byl prezentovan samostatné. Pri prezentaci nového a znamého objektu soucasné

vSak nebylo schopné urcit, ktery z nich byl novy (Olarte-Sanchez et al.,, 2015).

Pro potvrzeni dilezitosti Prh nemusime nutné chodit pro zvireci modely -
sniZeny vykon v testu rozpoznani nového objektu vykazovala i pacientka po operaci
s nasledkem odstranéni ¢asti spankového laloku zahrnujiciho perirhinalni kortex

(Bowles et al.,, 2007).

Role hippokampu (konkratné jeho oblasti CA1) v SNOR zahrnuje rozpoznani
umisténi objektu v prostoru a konsolidace paméti (Brown & Aggleton, 2001, Cinalli Jr.
etal., 2020), aktivitu pozorujeme i pti setkani s nezndmym protfedim (Kim et al., 2014)
Dalsi studie ukazaly, Ze se hippokampus aktivuje pti dlouhodobéjSim prozkoumavani
nového objektu, kdyZ myS dostane na prozkoumdni méné casu, aktivuje se pouze

perirhinalni kortex (Cinalli Jr. et al., 2020).

Jak je to s rozpoznanim novych objektd a perineurdlnimi sitémi? Pfipomenime
si vyzkum Pizzurossa a kolektivu z roku 2002, kdy pomoci injekce chondroitinazy ABC
(chABC) do zrakové oblasti doSlo k natraveni GAG v perineurdlnich siti a byla tak
obnovena plasticita priznacna pro kritické obdobi. TotéZ miZeme pozorovat
i v pripadé dlouhodobé paméti. Po aplikaci chABC ukazal test SNOR (vice o tomto testu
niZe) vyrazné zlepSeni paméti, kdy byly mysi s naruSenymi perineurdlnimi sitémi
schopny rozpoznat novy objekt po podstatné delsi dobé nez kontrolni skupina

(Romberg et al., 2013).
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2.2.2 Prostorova pameét

Prostorova pamét je nezbytna pro spravnou orientaci v prostoru (u hlodavci se
jedna o nejcastéji zkoumany typ pameéti). Zapojené struktury v mozku zahrnuji (opét)
hippokampus, medialni entorhinalni a medialni prefrontalni kortex (Khoo et al.,2019;

Poitreau et al,, 2021).

Hippokampus, jak uz vime, patfi mezi struktury bohaté na parvalbuminové
interneurony obklopené perineuralnimi sitémi a pri zmeénach vjejich strukture
muzeme vyrazné ovlivnit i orientaci v prostoru (pf. Morrisovo vodni bludisté, viz
kapitola 4.1.1). JestliZe naptiklad odstranime HYBID (protein slouZici k depolymeraci
hyaluronanu) na mySim modelu pomoci Kknock-outu, dojde knahromadéni
hyaluronanu v oblasti hippokampu a zesileni PNS, pozorujeme zhorsSeni vykonu
v ukolech orientovanych na prostorovou predstavivost. Odstranéni PNS v oblasti
hippokampu ma za nasledek zvySenou neuroplasticitu, projevuje se lepSim vykonem
v testech prostorové orientace (J. Razicka, osobni sdéleni, 3. 3. 2022). Je to ale tak

jednoznacné?

Odpovéd najdeme v medidlnim entorhinalnim Kkortexu, ktery je propojen
s hippokampem. Zamérime se na skupinu bunék nazyvanych anglicky grid cells (Cesky
muZeme prelozit jako ,miizkové bunky“). Jedna se o typ neuronti podilejici se na tvorbé
kognitivnich map u potkant. Ke svému nazvu prisly diky unikatni vlastnosti. Jestlize
snimame aktivitu téchto neuronti, zatimco se potkan pohybuje po otevieném prostoru,
zjistime, Ze série akCnich potencialli je pravidelna. Jestlize pak vystupy spojime
avyznacime mista spojend s akcénim potencidlem v prostoru, pozorujeme jakousi

miizku (Fyhn etal., 2008).

Fyhnova a kolektiv (2008) ve studii prokazali existenci tohoto typu neuront
také u mysi, coz nas vede k presvédceni o vyskytu grid cells u vSech druhli savci.
MiZeme i tyto burniky ovlivnit zménami ve strukture perineuralnich siti? Z recentnich
kortexu tvori parvalbuminové interneurony, obklopené PNS. Jejich naruSeni
(napriklad pomoci chABC) vede k destabilizaci sité grid cells u pokusnych zvirat,
vedouci ke zméné kdédovani lokace v hippokampu a naruSeni reprezentace nového

prostredi (Christensen et al., 2021).
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Pamétové testy u hlodavcu

Abychom mohli zkoumat riizné typy paméti u hlodavct, musime nejdrive zjistit,
jakym zplisobem se odrazeji v chovani zvirete. V pribéhu let védci vyvinuli zna¢né
mnozstvi behavioralnich metod, pomérné spolehlivé korespondujicich s jednotlivymi

zkoumanymi projevy.

O deklarativni paméti mysi a potkanli si miZeme udélat predstavu praveé
pomoci testii spontanniho rozeznani nového predmétu (SNOR). Jde o behavioralni
test, ktery opét vyuziva vrozené zvédavosti drobnych hlodavci. Vychazi ze skutec¢nosti,
ze pokud mysi piredstavime dva objekty, z nichZ jeden z nich jiZ znd a druhy vidi poprvé,

bude vénovat vice pozornosti tomu, ktery je pro ni novy (Lueptow, 2017).

Test je opét velmi snadny a nevyZaduje Zadny trénink. Hlodavci predstavime
predmét. Poté pockdme a po uplynuti ur¢eného cCasového uUseku tento predmét
prezentujeme znovu, spolu s novym, dosud neznadmym. JestliZze si mys jiZ znamy
predmét stale pamatuje, bude preferovat novy. Tak zjistime, jak dlouho si hlodavec

dokaZe uchovat informaci v paméti.

Jednim z nejcastéji vyuzivanych behavioralnich testii je Morrisovo vodni
bludisté (anglicky Morris water maze, zkratkou MWM). Jednou z hlavnich vyhod
metody je jeji univerzalnost, miiZeme ji s dspéchem vyuzit pro vyzkum zmén
vyvolanych geneticky (jako v pripadé nasi studie), ale také napiiklad Gc¢inkem drog ¢i
vznikem léze v centralni nervové soustave; bez ohledu na povahu experimentalniho
zasahu ndm pomaha MWM s dostateCnou presnosti meérit schopnosti uceni

a prostorové paméti hlodavci (Vorhees & Williams, 2006).

Jméno nese na pocest svého autora, Richarda Morrise, ktery ji vytvoril
v osmdesatych letech (Vorhees & Williams, 2006), Morris tehdy studoval prostorovou
pamét a tuto metodu vyvinul specidlné pro tento tucel. Je velmi jednoducha
a univerzadlni - nejde o bludisté v pravém slova smyslu, jde o kruhovou nadrz
naplnénou obarvenou vodou, pod jejiz hladinou se skryva maly ostriivek, ktery je
jedinou unikovou cestou z bludisté. Hlodavec (mys ¢i potkan) je vypustén do nadrZe,
kde je jeho cilem najit ukrytou platformu. Jakmile ji dosdhne, vyzkumnik jej vytahne
ven (Morris, 1983). To je v zajmu hlodavci, jelikoZ pro né pobyt ve vodé nebyva

ptijemny, a odebrani z nadrze tak slouZi jako prihodny zplisob odmény.
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Vzhledem k tomu, Ze je ostriivek skryty pod hladinou nepriihledné kapaliny,
zpocCatku na néj zvire narazi ndhodou. Poté ma dvé moZnosti, mize nadale hledat
unikovou cestu metodou pokus-omyl, anebo se pokusit lokaci skrytého ostriivku

zapamatovat, coz mysi i potkani obvykle velice rychle zvladaji (Morris, 1983).

2.3 Psychopatologie a perineuralni sité

Ne vZidy mame to Stésti, Ze vSe funguje, jak by mélo - psychika neni vyjimkou.
Statistiky nam prinasi smutnou pravdu o narlstu vyskytu duSevnich chorob, neni
proto divu, Ze se jimi zabyvaji rlizné studie zoblasti psychiatrie, psychologie a

neuroveéd.

Perineuralni sité se az v poslednich tiech dekadach dockaly pozornosti a diky
tomu vime, Ze mnohé psychopatologické stavy zahrnuji jejich naruseni. V soucasnosti

stdle nemlizeme fici, zda jsou tyto zmény jednou z pri¢in onemocnéni ¢i jeho

nasledkem, na coz ndm muze odpovédét jen dalsi vyzkum

2.3.0 Anxieta, strach a PTSD

Zatazeni anxiety neboli uzkosti do této kapitoly mize byt oSemetné - do jisté
miry se jedna o normalni emoci, ktera by méla patrit k nasSim Zivotlim. JestliZe je vSak
jedinec suzovan uzkosti bez ustani, pak mluvime o psychopatologii. Anxieta
predstavuje stav napéti, ktery je charakteristicky fyziologickymi zménami - jako je
zrychleny tep ¢i vySs$i krevni tlak - a behavioralnimi zménami, které jsou typické
snahou se potencidlnimu zdroji tizkosti vyhnout (Belzung & Griebel, 2001

Jaky je rozdil mezi anxietou a strachem? Strach je reakci na konkrétni podnét, ktery jej vyvolal,
a pri jeho vyvolani aktivujeme zejména oblast amygdaly. Oproti tomu s anxietou, tedy stresovou reakci
bez konkrétniho podnétu, souvisi “prodlouZend amygdala”, neboli BNST (angl. bed nucleus of stria
terminalis), které ma na starost monitorovani potencidlnich hrozeb a udrZovani organismu ve stiehu,
atudiz stavy tuzkosti trvaji podstatné déle nez bezprostiedni strach (Davis et al., 2010). BNST sice
perineurdlnf sité skute¢né obsahuje, nemame v38ak zatim k dispozici Zddna data o jejich vlivu na funkci
této struktury (Ciccarelli et al., 2021).

Pi predcasném oddéleni malych mysi od matky mtizeme pozorovat vyznamny
nardst uzkostnosti (Murthy et al, 2019). Uzkostnost u hlodavcii je spojena také
s aktivitou ventralniho hippokampu. Léze vtéto oblasti zpulsobily ubytek

uzkostnosti, naopak aktivace vedla k opa¢nému tucinku. VysSe zminéni autofi zjistili
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snizeni hustoty parvalbuminovych interneuronii a exprese parvalbuminu obecné
v této oblasti; ostatni struktury hippokampu nevykazovaly zmény. Dalsi zmény se
tykaly pravé perineuralnich siti, které v pripadé predcasné odstavenych mysi byly
v okoli parvalbuminovych interneuronii zesilené, coZ miiZe vést ke zvySené aktivité

interneuroni vedouci k hyperaktivité a izkostnosti u mysi (Murthy et al., 2019).

Mame tedy predstavu o zméné v PNS zplisobené indukovanou uzkosti.
NemiiZeme vSak opomenout UzKkostnost jako vrozenou vlastnost jedince - existuje
néjaky rozdil v PNS mezi ,odvaznou“ a uzkostnou mysi? Recentni studie ukazala
souvislost mezi hustotou parvalbuminovych interneuront s PNS a izkostnymi projevy
méfenymi v behaviordlnim testu; u tzkostnéjsich mysi byla tato hustota nizsi (Lee

& Lee, 2021).

Nakonec se prece jen vratime k amygdale. Tato struktura mimo jiné zpracovava
vzpominky spojené se strachem. Vlaboratornich podminkach miizeme pomoci
podminovani vytvorit zvifeci model posttraumatické stresové poruchy (PTSD).
Vytvorime-li u potkanii takovou vzpominku, vyzkumy potvrzuji, Ze pietrva u dospélych
jedincta cely zivot (Dale et al., 2004, citovano v Gogolla et al., 2009). Provedeme-li
stejny experiment s velmi mladymi potkany, zjistime, Ze se tyto vzpominky mohou

vytratit (Gogolla et al., 2009).

Zlom nastdva v momenté, kdy se vbazolaterdlni amygdale zformuji
perineuralni sité aktivné chranici neptijemnou vzpominku ptfed vymazanim. V pripadé

naruSeni PNS v této oblasti je moZné tyto vzpominky vymazat (Gogolla et al., 2009).

2.3.1 Chronicky stres a deprese

Dlouhodoby stres je jednim z nejvétsich prekurzort vzniku depresivni poruchy
(mezi dalsi patfi napriklad dédicna zatéz). Ta v soucasnosti predstavuje velmi Castou
chorobu, se kterou se pacient potyka po cely Zivot. Typickymi projevy jsou ahedonie,
smutek, mikromanické bludy, poruchy spanku a nechutenstvi. Odhaduje se, Ze
v soucasnosti postihuje az 1 z 8 Evropant, a incidence u Zen je o néco castéjsi (Malhi

and Mann, 2018, citovano v Spijker et al., 2020).

Proti stresu nas chrani rtizné copingové strategie. Pokud selZou, dochazi ke

kaskadé zmén narusujici fungovani mozku, projevujici se naruSenim jeho homeostazy
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a stim vyplyvajicim onemocnénim (Spijker et al, 2020). Tyto zmény mulzZeme

pozorovat také u perineuralnich siti.

Jednou ze zasazenych struktur je dorsalni hippokampus (oblast CA1).
V potkanim modelu vytvoireném pomoci socialni deprivace miizeme pozorovat dbytek
kognitivnich dovednosti téchto zvirat. KdyZ se podivame na jejich perineuralni sité
okolo parvalbuminovych interneuront, pozorujeme nartst jejich hustoty, coz vede, jak
jiz vime, k omezeni synaptické plasticity. Natravenim PNS chondroitinazou ABC

miZeme vznikly pamétovy deficit odstranit (Riga et al., 2017).

Tym Koskinenové (2020) pouZil pro vyzkum vlivu deprese na PNS stejny model,
zaméril se vSak detailnéji na sledovani téchto zmén v Case. Zjistili tak, Ze v prvnich
tydnech vyzkumu, tedy vlivem akutniho stresu, doslo ke sniZen{ hustoty perineuralnich
siti v oblasti CA1 hippokampu. Postupné se hustota ECM vraci do normalu, zhruba po
dvou mésicich se vSak dostane nad normu v souladu s Rigovou studii (Koskinen et al.,

2020).

2.3.2 Schizofrenie a perineuralni sité

vev/

postihnout. Mezi nejznaméjsi projevy patii bludy a halucinace, které nazyvame
pozitivnimi ptiznaky (Bitanihirwe & Woo, 2014). Jako negativni ptriznaky oznaCujeme
emocni oploStélost, hypoaktivitu a ve vzacnych pripadech aZ katatonii. Dalsi priznaky
zahrnuji zejména kognitivni deficit a zmény v socialnim chovani. Boj se schizofrenii je
naro¢ny a obvykle poznamenava cely Zivot pacienta. Onemocnéni provazi i velka

stigmatizace vlivem médii, ktera schizofreniky nezobrazuji v nejlepSim svétle.

Prvni projevy se obvykle objevi v adolescentnim obdobi ¢i vobdobi rané
dospélosti, coZ je shodou okolnosti také doba, kdy mozek ziskava svou ,hotovou®,
dospélou podobu - tedy uzavreni kritickych obdobi (Bitanihirwe & Woo, 2014). Jde

pouze o nahodu?

Schizofrenie naruSuje gama oscilace, které jsou spojeny s kognitivnimi
funkcemi. Pripomenme si, Ze za né zodpovidaji pravé GABAergické parvalbuminové
interneurony. Jejich synapse spyramidovymi eferentnimi neurony jsou vSak

u schizofrenikli naruseny, coZ mimo jiné vede ke kognitivnimu deficitu (Lewis et al.,
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perineuralnimi sitémi.

Zména vexpresi perineuralnich siti se skuteCné pri postmortem studii
u pacientli trpicich schizofrenii objevila v mnoha mozkovych strukturdch, coz
dokazuje, Ze narusSeni PNS je v pripadé schizofrenikli pervazivni - pii srovnani
s kontrolni skupinou (mozky bipolarnich pacienti) bylo patrné, Ze jde o zménu

specifickou pro schizofrenii (Mauney et al., 2013).

Na tyto alterace se miZeme podivat jesté bliZze. Pivodni dohady o moZném
ubytku PV interneuronli v mozku pacientii se ukazaly jako mylné, jelikoZ se jejich
hustota vyznamné neliSi od hustoty v mozku kontrolni skupiny. Zdanlivy ubytek
souvisi s nizs$i hladinou parvalbuminu v bunkach (Enwright et al, 2016). Mauney
(2013) na zakladé postmortem imunohistochemické studie zdaraznil ubytek hustoty
PNS v mozku schizofrenikd, Enwrightova (2016) studie vsak potvrdila, Ze jde o pouze
zdanlivou zménu hustoty pozorovatelnou pfi imunohistochemickém barveni. Ani

hustota PNS se tedy pti vypuknuti schizofrenie neméni.

Co se vSak méni, je viditelnost parvalbuminu a PNS na snimcich, kterd je sniZena.
Prispivala tak k nekonzistentnim vysledktim piedchozich studii. Vyplyva z ni, podobné
jako u parvalbuminu, sniZzeni exprese komponent perineurdlnich siti, coz vede ke
zménam v jejich funkci - nemohou dosahnout tak rychlych sérii akénich potencialdi.
Dysfunkce parvalbuminovych neuront, ovlivnéna zménou v PNS, skute¢né patii mezi
projevy schizofrenie (Enwright et al.,, 2016). V soucasné dobé si nejsme zcela jisti, zda

je zména v PNS pricinou ¢i nasledkem nemoci. Odpovéd ndm musi dat dalsi vyzkum.

Testovani psychopatologickych projevii u mysich modeli

Povédomi o vySe zminénych projevech dusevnich nemoci v nasi spolecnosti
roste. Abychom se o pribéhu a etiologii téchto onemocnéni dozvédéli vice, i zde
musime sdhnout po zvirecich modelech, testujicich zejména stresové reakce ci
uzkostnost. Dalsi z téchto metod si predstavime ve vyzkumné ¢asti, spolu s daty, ktera

Z nich muZeme ziskat.

Nejjednoduss$im z nich je open arena (v zahranic¢ni literature ¢astéji jako open
field test) - i pres snadnou piipravu poskytuje cenné informace o chovani zvirete,

zejména o jeho uzkostnosti. Jedna se obvykle o plastovy vybéh ve tvaru kruhu, Ctverce
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¢i obdélniku, do jehoZ stfedu na zacatku testu umistime zvife. Jeho pohyb
zaznamenavame na kameru a nasledné vyhodnotime. Open arena nam nabizi hned
nékolik moZnosti, jak hodnotit chovani zvitete. Miizeme sledovat pohyb: ¢as straveny
pohybem, ¢as straveny ve stiedu arény ¢i mnozstvi trusu, které vypovida o mife stresu

(Gould et al, 2009).

Cennym nastrojem pfi vyzkumu psychopatologickych projevil je také test
repetitivniho chovani, v anglické literature znamy jako marble burying test (test
zahrabavani kuli¢ek). Vychazi z predpokladu, Ze pokud hlodavci umistime do vybéhu
neznamé predméty potencidlné vzbuzujici nedivéru, jako napiiklad kovové objekty
udélujici malé elektrické Soky ¢i otravené jidlo, pokusi se je zahrabat. Stejnym
zplsobem mysi a potkani reaguji na pritomnost sklenénych kulicek (Broekkamp et al,
1986). Umistime-li do vybéhu 25 kulic¢ek a sledujeme zdravou nemodifikovanou mys$
po dobu tficeti minut, obvykle zahrabe mezi 20 aZ 23 kulickami, ¢islo se ale

samoziejmé muze liSit (Archer, et al, 1987).
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3 VYZKUM PERINEURALNICH SITI

NeZ budeme moci poznatky z vyzkumu perineuralnich siti aplikovat v 1ékaiské
praxi, budeme si muset néjakou dobu pockat. Predné musime porozumeét jejich funkci.
Jestlize chceme porozumét funkci néjakého komponentu, nejlepsi zpisob vyzkumu
bude odstranéni tohoto komponentu a nasledné zkoumani takto upraveného

organismu.

Poznatky teoretické Casti tedy stavime na mnohych studiich, zaloZenych na
riznych metodach, které vsak maji jednoho spole¢ného jmenovatele - néco
odebereme. Nékteré metody znamenaji naruSeni celé PNS, dal$i miii na mensi celky,
jako treba odstranéni nékterého z CSPG, €i rovnou uplné potla¢eni nékterych
sulfata¢nich epitopli. Abychom mohli takto provedené zmény pozorovat, slouzi ndm
k tomu histologické preparaty a mikroskopie, stru¢né se tedy zminime i o téchto

metodach.

3.1 Chondroitinaza ABC

Chondroitindza ABC (ChABC) je plivodem bakteridlni enzym razeny mezi lyazy
(tj. Stépné enzymy). DokaZe rozstépit GAG retézce v chondroitin sulfatu, a tim narusit
strukturu perineuralnich siti (viz obrazek 5). K této latce se upinaji velké nadéje -
jestlize aplikujeme chABC vmisté zranéni michy, dojde knaruSeni CSPG
v extracelularni matrix a podniceni regenerace prerusenych axonii. Tato terapie se

u zvirecich model ukazala jako tcinna (Bradbury & Carter, 2011).

Pomoci chABC miizeme znovu otevrit kritickou periodu u dospélych zvirat
a navratit tak neuroplasticitu typickou pro mladé jedince - jednou z klasickych praci je
Pizzorusova (2002) studie provedena na zrakové kiare potkani. Pomoci aplikace
tohoto enzymu se povedlo také zlepSit pamét starym mySim (Yang et al, 2021),
vymazat vzpominky spojené se strachem (Gogolla et al, 2009) ¢i zvratit ztratu

pameétovych schopnosti v modelu Alzheimerovy choroby (Végh et al., 2014).

Musime si vSak uvédomit, Ze chABC, S$tépici chondroitinsulfat, ale také

dermatansulfat a hyaluronan, narusSuje strukturu celé PNS, ale také u intersticialni
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matrix (Muir et al., 2019). NemtiZeme tak sledovat vyznam jednotlivych proteoglykanti
jejich GAG retézci, a uz viibec ne vliv jednotlivych sulfatac¢nich epitopt v GAG. Jedna se
sice o velmi nadéjnou latku zhlediska podniceni regenerace nervové tkané
(momentalné jsou v feSeni napriklad genové terapie umoznujici aplikaci chABC bez
nutnost pouZiti injekce), pro vyzkum vyznamu komponent PNS je potieba sahnout

k jinym metodam.

Obrazek 5: Schéma rozstépeni PNS pomoci chABC
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3.2 Knock-out experimenty

Knock-out (KO) je jednou z metod, za které vdéCime genovému inZenyrstvi.
Dovoluje ndm zkoumat jednotlivé geny tim, Ze je z genomu vyradime a sledujeme, jak
si organismus povede. Existuje nékolik metod, které vsak presahuji rozsah této

bakalarské prace. Pro ilustraci si popiSeme tu, kterou jsme pouzili i v této studii.

Problémem pro knock-out genu miiZe byt skuteCnost, Ze je gen obvykle
exprimovan v mnoha typech tkani, coz by ve vysledném fenotypu vedlo ke komplexnim
zméndm. Jen s obtiZemi bychom tak mohli zkoumat uc¢inek knock-outu na ndmi
zkoumanou tkan. Pravé tuto komplikaci v mySim modelu vyresi systém LoxP/Cre
(Kos, 2004). Abychom mohli KO provést, potrebujeme dvé geneticky upravené linie

mys$i, které nasledné kiizime mezi sebou.
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Prvni ztéchto linii ma urcity gen oznaCeny dvéma loxP misty (v anglické
literatufe najdeme nazev ,floxed gene”. Druha linie ma do genomu vloZenou Cre
rekombinazu, exprimovanou jen v urc€ité tkani (diky jejimu promotoru specifickému
pro danou tkan). Pri zkiiZeni téchto dvou linii Cre rekombinaza ,vystiihne“ isek DNA
oznaceny loxP misty, ovSem jen pod pfedem danym promotorem. Ziskadvame tak
knock-outové mysi, které dany gen postradaji jen ve zkoumané tkani - tfeba pravé

v nervové (Kos, 2004).

Diky KO experimentim se miZeme tentokrat zamérit na jednotlivé
komponenty perineuralnich siti, z nichZ nejdtleZitéjsi jsou CS proteoglykany. Pravé
pouziti KO mysSiho modelu prispélo k poznatkiim o funkci jednotlivych CSPG v PNS
bliZze popsanych v kapitole 1.1.1. MiiZzeme se vSak zaméfit i na mensi celky - jako jsou

treba jednotlivé sulfatacni epitopy CSPG.

Pripomenme si, Ze sulfataci CSPG fadime mezi posttransla¢ni dpravy (tedy
Upravy proteinu, které probihaji aZ po jeho syntéze. Enzymy, které se na této upravé
podileji, se nazyvaji sulfatotransferasy. Sulfatotransferas evidujeme sedm (Mikami
enzymy: chondroitin 6-sulfatotransferasa-1 a chondroitin 4-sulfatotransferasa-1 (dale

budeme uvadét pouze zkratkami).

C6ST-1 je kodovana genem Chst3. Jestlize tento gen vymaZeme, silné
zredukujeme pritomnost 6-sulfatace, coZ vede krigidnéjsi struktuie perineuralnich
siti. Vkone¢ném disledku tedy dojde ke zhorSeni paméti a uceni, a miZeme tak
suspéchem vytvorit model starnuti mozku (Yang et al, 2021). Druhou
sulfatotransferasu, C4ST-1, kéduje gen Chstll. Jeho deleci docilime potlaceni 4-
sulfatace, coz vede k formaci méné restriktivni PNN s prevazujici 6-sulfataci (Miyata et

al, 2012).

[ tyto knock-outy s Uispéchem provadime pomoci systému LoxP-Cre, kde je
potieba urcit promotor znacici zasazeny typ tkané. Z pribéznych vysledki z naseho
oddéleni vyplyvaji rozdily mezi mySmi s Chst11 knock-outem pod parvalbuminovym

promotorem a KO tohoto genu pod nestinovym promotorem (]. RGZicka, 2022; osobni

sdéleni, 3. 3.2022).
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3.3 Jak pozname zmény v perineuralnich sitich

Jak vidime, mame k dispozici precizni metody, které nam umozZnuji umlcet
expresi jednotlivych slozek PNS, mlizeme je narusiti pomoci enzymi. Tim vSak vyzkum
ani zdaleka neni u konce. Musime se presvédcit, zda nami provedeny zdsah mél efekt,

a jak velky.

Jednim z velmi cennych nastrojt jsou behavioralni testy, které budeme vyuZzivat
i vpraktické casti této bakalarské prace. Slouzi nam kovéreni vlivu zmén
v perineuralnich sitich (a obecné experimentalniho zdsahu) na chovani modelu (vice
napi. Gould et al, 2009; Vorhees & Williams, 2006; Morris, 1983). S konkrétnimi

piiklady behavioralnich testi se bliZe seznamime v kapitole 5.

Behavioralni testy ndm mohou o povaze zmén v PNS fici hodné, ale zdaleka ne
vSe. Nevyhneme se nutnosti pouzit histologické metody, pomoci kterych se mlzeme
podivat pfimo na samotné neurony. Cennym nastrojem se staly imunohistochemické
metody, které, jak nazev napovi, vyuZivaji k obarveni preparatu vlastnosti prirozeného
imunitniho systému. Vime, Ze kazda struktura v nasem téle ma své specifické antigeny,
proti kterym existuji protilatky. Po pridani téchto protilatek k preparatu se na néj
navazou. Na tyto protilatky mGzeme navazat specificky enzym a nasledné dostat
preparat do kontaktu se substratem pro tento enzym, ¢imZ dojde k obarveni pouze
stanovené skupiny bunék - té, kterou jsme si oznacili protilatkami. Preparat tak

miiZeme zkoumat pod mikroskopem (Beranova & Toran, 2002).

K zobrazeni komponent perineurdlnich siti vyuzivdme nejcastéji ptivodem
rostlinny protein zvany Wisteria Floribunda agglutinin (WFA). Nyni uZ nam zbyva jen
zobrazit tento preparat pod konfokalnim mikroskopem, diky kterému ziskame snimek,

ktery vidime napf. na obrazku 6.
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Obrazek 6: Perineurdlni sité v hippokampalni oblasti CA1 u skupiny Flox (vlevo)
a Chst11KO (vpravo)

Pozn. cervend barva znaci aggrecan, zelend perineurdlni sité oznacené pomoci WFA (tyto barveni mohou
kolokalizovat v ramci PNS) a modrd jadra bunék a. Pozorujeme znacnou redukciv PNS ve vzorku Chst11KO

ov.yv

Zdroj: PouZito se svolenim RNDr. Jiftho RiiZicky, PhD, Ustav experimentdini mediciny AVCR.

Mdme k dispozici mocné ndstroje — miizeme se podivat na struktury v rddu
nanometri, miiZzeme snimat elektrické potencidly jednotlivych neuronii pomoci
mikroelektrod. 1 pres takovou vybavu vSak ani zdaleka nemiiZeme Trici, Ze
o perineurdlnich sitich vime vse. Najde se jesté dost prostoru pro dalsi studie - jako je

tr'eba ta nase.
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VYZKUMNA CAST
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4 VYZKUMNY PROBLEM

Z teoretické cCasti prace vyplyva, Ze i extracelularni matrix hraje
nezanedbatelnou roli v centrdlni nervové soustavé ZivocCichl. Jeji naruSeni miize
navratit starému mozku plasticitu nového (viz Fawcett et al., 2019a; Hensch et al,,
2005; Pizzoruso et al, 2002; Sorg et al, 2016), zarovenn vsSak miZe zpulsobit

i komplikace projevujici se v podobé psychopatologie (napt. Enwright et al., 2016).

Predmétem naseho vyzkumu je vliv sulfata¢niho epitopu perineuralnich siti na
chovani jedince. Pro naSe tucely jsme ziskali linii mysi s knock-outem genu Chst11,
ktery kdduje enzym C4ST-1. Omezili jsme tak 4-sulfataci a uméle zvysili neuroplasticitu
u téchto jedincl. Tento knock-out byl proveden pomoci Cre-LoxP systému, jako
promotor Cre rekombindzy jsme vyuZili protein parvalbumin, vyskytujici se

v nékterych GABAergickych interneuronech.

Tim jsme dosahli strukturnich zmén v PNS obklopujicich pravé tento typ
nervovych bunék. JelikoZ by u téchto zvirat méla vyrazné prevazovat 6-sulfatace,
predpokladame, Ze jejich pamét'ové schopnosti budou lepsi nez u kontrolnich skupin
(Miyata et al., 2012; Romberg et al., 2013). Tento zasah vSak znamend také naruseni
prirozené struktury PNS okolo PV interneuront, které jsou, jak jsme si ukazali, velmi
dilezité napt. v sociabilité jedince (Cope et al., 2021). Predpokladame, Ze C4S hraje
stabiliza¢ni roli v PNS a ofekdvame vyrazné zmény v chovani téchto zvirat, jako

napriklad nariist uzkostnosti (Lee & Lee, 2021).

Predpokladané zmény zplsobené KO sledujeme u mysSi zexperimentalni
skupiny pomoci série osmi behavioralnich testii. Testovat jsme zacali, kdyz byly mysi
3 mésice staré - jde tedy o mlada zvirata, u kterych jeSté nedoslo k uzavieni kritické
periody. V tomto véku mozek zvirat reaguje mnohem lépe na ziskani novych podnéti

funk¢né i morfologicky, coZ je pro nasi studii pfinosem.

Dal$im divodem pro volbu mladych zvirat je koncepce studie, kde sledujeme

vyvojovy model. Pro ucCely bakalarské prace testujeme mlada zvirata, dalsi ¢ast studie

VVVVVV

za nasledek vyrazné zmény v chovani.
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Cilem této bakalarské prace je odpovédét na dvé otazky:

1. Ovlivni knock-out Chst11 pamét mysi z experimentalni skupiny?
2. Znamena knock-out Chst11 vyraznou zménu v chovani a mohla by tato

zvirata slouzit jako model psychozy?

Zjisténi z této série testli (a celé zbyvajici studie) poslouzi jako podklad pro
navazujici studie, zamérené zejména na vyzkum souvislosti perineuralnich siti

a psychoz.

37



5 TYP VYZKUMU A METODY SBERU DAT

Tato bakalarska prace je soucasti studie, ktera je knock-out experimentem, tedy
experimentem sledujicim nasledky smazani urcitého genu. My sledujeme mysi
s chybéjicim genem Chstll a vime, Ze tato zmeéna povede kvyrazné redukci
nepropustné 4-sulfatace perineuralnich siti. Tento knock-out byl proveden specialisty
ve vyzkumném ustavu BIOCEV, kde se mysSi narodily, poté byly prevezeny k nam na

Ustav experimentalni mediciny.

V neurovédach je mocnym ndastrojem systém LoxP-Cre zminény v kapitole 3.2.
Obrazek 7 predstavuje schéma tohoto knock-outu, ktery se projevi pouze na
parvalbuminovych interneuronech - na ostatnich neuronech exprimujicich PNS by

k Zadné zméné dojit nemélo.
Obrazek 7: Schéma knock-outu pomoci systému LoxP-Cre pouZitého v nasem vyzkumu.

(@) (b)

gen Chst11 PV Cre rekombindza
LoxP LoxP

Chst11 knock-out

Pozn.: Mys na obrdzku (a) md pomoci dvou LoxP mist oznacen tisek DNA - gen Chst11. Mys (b) md do DNA
umeéle vloZeny enzym Cre rekombindzu (zeleny tisek), kterd se bude exprimovat pouze v kombinaci
s promotorem - zde protein Parvalbumin (PV). Zki'iZenim téchto mysi Cre rekombindza doslova ,vystrihne”
Chstll na parvalbuminovych interneuronech potomki. Zdroj: Vlastni tvorba, vytvoreno v softwaru

BioRender.
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Role mysi s LoxP oznacenymi geny (dale pouze flox) a mysi exprimujicich Cre
rekombindzu (cre) nespociva v nasi studii pouze v plozeni KO jedinci. Vyuzili jsme je
totiz jako kontrolni skupiny. Dlivodem je to, Ze chceme ukazat, Ze zmény
v perineurondlnich sitich, kterych jsme dosahli, souvisi opravdu s knock-outem a ne

s vloZenim oznaceni LoxP ¢i genu kddujiciho Cre rekombinazu do DNA.

Experimentalni design neni zvoleny ndhodou - cela studie, jejiZ ¢asti je i tato
bakalarska prace, si klade za cil ovéreni kauzalniho vztahu mezi sulfatacnim epitopem

perineuralnich siti a chovanim jedince.

5.1 Behavioralni testy

Jako behavioralni testy oznacujeme skupinu testi na zviratech, ve kterych
sledujeme jejich chovani. Umoziiuji ndm tak analyzu vnéjSich projevii nasSeho
experimentalniho zasahu. Cast znich tvolfi testy paméti - jak prostorové, tak

deklarativni - a sledujeme, zda je vykon experimentalni skupiny vyssi nez u kontrol.

Pomoci téchto testli se pokusime odpovédét na prvni vyzkumnou otazku.

Dalsi z téchto testli se zamétuji na anxietu a socializaci a pomoci nich urcime,
zda zvirata s knock-outovanym genem Chst11 vykazuji zmény v chovani odpovidajici
modeltim psychotickych poruch.

Testovani jsme zahdjili u tirimésicnich mysi. Z casovych diivodl jsme vyuzili dvé
skupiny zvirat, v obou byly zastoupené mysi z experimentalnich skupin a obou kontrol.
Behavioralni testovani probihalo po dobu priblizné dvou mésic. Testy 5.1.1 az 5.1.3
jsou zamérené na riizné typy paméti a poskytnou nam odpovéd’ na prvni vyzkumnou
otazku. Testy nasledujici po nich se zaméruji na anxietu a spolecenské chovani, pomoci
nich odpovime na druhy vyzkumny problém. Toto rozdéleni v§ak neni zavazné, jelikoz
i nékteré z pamétovych testi mohou pomoci odpovédét na otazku, zda se u mysi

objevily psychotické projevy.

5.1.1 Morrisovo vodni bludisté (Morris water maze)

MWM je idealni metodou pro méreni pamétovych schopnosti - konkrétné si

diky tomuto testu miZeme udélat predstavu o prostorové paméti. Pomoci moznych
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modifikaci testu jsme takto mérili dlouhodobou pamét, schopnost preuceni se na

novou lokaci cile a kratkodobou pamét.

Obrazek 8: Schéma MWM a mozné trajektorie mysi na zacdtku (a) a na konci (b) testu

Pozn.: Na obrazku (a) vidime, jak by mohla vypadat trajektorie mysi na zacdtku pokusu
- cil najde prakticky ndhodou. Mys na obrazku (n) se jiz v bludisti orientuje pomoci
zdchytnych bodii prilepenych na okraji nddrzZe (zde kriZek a trojihelnik).

Pro interpretaci ziskanych dat je nddrZz rozdélend dvéma osami (sever-jih,
vychod-zapad) na Ctyti kvadranty (obrazek 8). Zvire se pfi testovani pousti do bludisté
z jednoho z oznacenych smérq, ostriivek je umistén do nékterého ze Ctyi kvadrantd,

pricemz jak umisténi ostrivku, tak startovni pozici miizeme obménovat.

V nasi studii jsme pouzili nddrz o priiméru 120 cm, naplnénou vodou do vysky
cca 50 cm. Vodu jsme obarvili zdravotné nezavadnou bilou barvou, abychom dosahli
pozZadované neprihlednosti a mohli jsme ukryt bily ostriivek pod hladinu - mys ho tak
nevidéla a musela se spoléhat na vlastni pamét. Jako zachytné body poslouZily
vyménitelné cedule sjednoduchymi tvary. Abychom minimalizovali stres zvirat,
teplotu vody jsme udrzovali na 25°C. Celé bludisté bylo snimano kamerou a pomoci
softwaru VideoMot jsme zaznamendvali trajektorie zvirat a méfili Cas straveny
pohybem ve vodé. Na nalezeni cile mély mysi presné 60 sekund, po uplynuti tohoto

Casového useku ¢i po uspésSném nalezeni ostriivku byl zdznam trajektorie ukoncen.
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Provedli jsme ¢tytri modifikace tohoto testu:

1. Test dlouhodobé paméti - ostrivek byl po dobu 5 dnli umistény na stejném
misté a mysSi jsme poustéli do bludisté kazdy den Ctyrikrat - pokazdé z jiného
sméru. Poradi smérl jsme kazdy den obménovali. Vystupem bylo pét tabulek
pro kazdy den, kazda z nich obsahovala ¢tyii hodnoty ¢asu pro kazdou mys. Pro
statistické ucely jsme tyto denni hodnoty kazdého zvirete zprimérovali
a s témito praméry statisticky pracujeme.

2. Testpreuceni - po testu dlouhodobé paméti umistime cil na jinou pozici. S daty
pracujeme stejné jako v predchozim testu.

3. Probe test - vtomto testu cil vyjmeme a nechame mys volné plavat. Jednou
pred zahajenim testu dlouhodobé paméti, podruhé tésné po ném a potreti po
ukonceni testu preuceni. Pomoci VideoMotu sledujeme trajektorii zvirat a které
oblasti p¥i volné plavbé preferovala (ve snaze najit zde ostrivek).

4. Test kratkodobé paméti - opét vyuzijeme cilovy ostriivek, tentokrat se vsak
jeho pozice kazdy den méni. Mys vSak pouStime z jednoho sméru kazdy den.
[ zde mame datové tabulky podobné tém v testu dlouhodobé paméti a preuceni,
zahrnujici ¢as ze vSech ctyt dennich plaveb. S daty vSak dale pracujeme (bliZe

v kapitole 7).

5.1.2 Test spontanni alternace

Test spontanni alternace odhali pripadné nedostatky v pracovni a prostorové paméti. Jde
o jednoduchy test: Mys je umisténa do bludisté a sledujeme, do jakého ramene se vyda. Hlodavci jsou od
prirody zvédava stvoreni, tudiz predpokladame, Ze po prozkoumani jednoho ramene bludisté vyrazi do
nékterého z jesté neprozkoumanych ramen. Mys s dobrou pracovni prostorovou paméti pak navstivena
ramena stiid3, jelikoZ nema problém zapamatovat si, kde byla naposledy, selhavani pak miize znamenat
jeji poruchu (Kraeuter et al., 2019).

Pro tento test jsme vyuZili y-maze, neboli bludiSté ve tvaru rovnoramenného

pismene Y (viz obrazek 9).

Pro ucely vyhodnoceni dat jsme si ramena bludi$té oznacili pismeny ABC. Pohyb
mysSi jsme po dobu péti minut zaznamenavali na kameru, a kdyZ zavitala do nékterého
z ramen, zapsali jsme s do textového souboru jeho oznaceni. Idealni sekvence by pak

vypadala v souboru jako ABCABCAB. Nasledné jsme spocitali prliimérny chybovy index
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a % spontannich alternaci (viz obrazek 9). Tato

statistickou analyzu.

Obrazek 9: Schéma testu spontanni alternace.

(a) C

A B A

ACBA...

Chybovy index: | | | |

% s. alternace:: 100 %

data nasledné vyuzivame pro

ACAC...

1122
O %

Pozn.: Obrdzek (a) zobrazuje idedlni trasu mysi — striddni ramen ABC. Obrdzek (b)
zndzornuje priklad, kdy je spontdnni alternace u mysi narusend a stridd pouze ramena A

acC.

5.1.3 Rozpoznani nového objektu (SNOR)

Test SNOR jsme kratce zminili v teoretické ¢asti jako vhodnou metodu testovani

deklarativni paméti hlodavci na zakladé schopnosti rozpoznat novy objekt od jiz

znamého. V nasi studii jsme opét vyuzili Y-maze, dvou ze tii ramen labyrintu jsme

umistili objekty (obrazek 10), tfeti rameno jsme uzavteli. Bludisté jsme umistili do

tlumené osvétlené koje oddélené zavésem. Test probihal ve dvou fazich:

1.

Sample - tréninkova faze, kdy mys dostala ¢as se seznamit se dvéma totoZnymi

objekty. Zaznamenava se cas straveny zajmem o objekty, ktery by mél byt v této

fazi pro oba objekty stejny.

Choice - mys je umisténa do stejné arény po uplynuti urcitého casového useku

(v naSem pripadé jsme testovali intervaly 3 hodiny, 24 hodin, 48 hodin a 96

hodin). Opét pripravime dva objekty, jeden z nich zvire zna z predchozi faze,

jeden je pro ni novy. Opét zaznamenavame cas straveny zajmem o objekty, ktery

by se tentokrat mél liSit.
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Obrazek 10: Schéma testu SNOR

(@) (b)

Y vs v

Pozn.: Sedé ¢dsti znaci neptistupné prostory. Z nejvétsi Sedé oblasti mys vpoustime do bludisté.

Pro ucely testu jsme zvolili predméty ze stejného materialu, které maji podobné vlastnosti.
Zabranili jsme tak situaci, kde by atraktivita objektu mohla pievazit nad jeho relativni novosti a zkreslit
tak data. Stejné tak pokud vybereme naptiklad dva stejné objekty liSici se jen barvou ¢i vzorem, je mozné,
Ze je zvire od sebe nerozezna (Ennaceur, 2010).

Pii analyze dat sledujeme zdznam a méfime cas stradveny s jednotlivymi
predméty, pro statistickou analyzu pracujeme srozdilem téchto casli v podobé

diskrimina¢niho indexu (bliZe v kapitole 7).

Obrazek 11: Predméty pouZité v SNOR testu
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5.1.4 Social recognition test

Pro ucely nasi studie jsme vyuZili diskriminacni design, ktery se pro nase tcely
hodi nejvice. Interakce mysi jsme snimali shora, pri vyhodnocovani jsme se soustredili

na rozdily v dobé travené s prezentovanymi mysmi.

Test jsme provedli v tfikomorové aréné se sténami matné Sedé barvy, do
postrannich komor jsme vloZzili klicky, ve kterych byly prezentovany mysi jako podnéty

(obrazek 11). Probihal ve trech fazich:

1. Habituace - mysS stravila 5 minut o samoté v prostifedni komofre, ktera byla od
ostatnich dvou oddélena dvirky.

2. Testsociability - po péti minutach jsme dviika komor otevieli. MyS méla deset
minut na prozkoumani dvou Kleci. Vjedné byla pritomna mys, druhd byla
prazdna. Mérime Casy stravené zajmem o kazdou z Kkleci.

3. Test social novelty - do prazdné klece vloZzime druhou mys. Opét méiime cas

straveny zajmem o kazdou z kleci.

Obrazek 12: Schéma social recognition testu

b) LN .

Pozn.: Ve fdzi (a) mys obvykle vénuje vétsi pozornost druhé mysi neZ prdzdné kleci, ve fdzi (b) pak preferuje
novou mys. Zdroj: vytvoreno v softwaru BioRender.

Pri vyhodnocovani druhé faze sledujeme cas, ktery mys stravi zajmem o druhou mys.
U treti faze pak sledujeme rozdily v case traveném ocichavanim nejnovéjsi
prezentované mysi a té, kterd byla do arény vloZena jako prvni. Pro tento test je
dilezité, aby ani jedna z prezentovanych mysi nebyla ze stejné ubikace jako testovana

mys. Mysi prezentované jako podnéty musi byt stejného pohlavi jako testovana mys.
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5.1.1 Open arena

Open arena (obrazek 12) ndm umoziuje zkoumat miru dzkostnosti zvirat na
zakladé sledovani trajektorie jejich pohybu v oteviené prazdné nadobé. V nasi studii
vyuzivame ctvercovou arénu o rozmérech 40x40cm zbilého plastu umisténou
v tlumené osvétlené koji oddélené od zbytku mistnosti zavésem. Pohyb mysi
zaznamenavame na Cernobilou kameru misténou nad arénu po dobu péti minut.
Hodnotime trajektorii pohybu mysi a pomoci pocitacového programu ziskame presné

Vv

udaje o tom, zda mys davala prednost ,jistéjSim“ okrajiim arény ¢i stredu.

Obrazek 13: Open arena test a mozné rozdéleni oblasti pro analyzu.

Zdroj: Vytvoreno v softwaru BioRender.

5.1.2 0-maze

Tento test nAm pomahd v ur¢ovani miry anxiety. 0-maze (zero maze) je, jak jiz
nazev napovida, bludisté ve tvaru pismene 0 - vyvySena kruhova platforma asi 70 cm
nad zemi (obrazek 12a). Je rozdélena na kvadranty, kde dva protilehlé maji stény, zbyla
oblast predstavuje jen pomérné uzkou lavku, kterou pokusné zvife vnima jako
nebezpecnou. [ zde sledujeme myS po dobu péti minut a zajima nas pomeér casu
straveny pohybem na otevrené lavce a v uzavieném prostoru bludisté.

Uzkostnéjsi mys$ bude po delsi dobu schovana v bezpe&né zoné &i strnule stat na
misté, zatimco ,,0dvazné;jsi“ mys se po bludisti pohybuje s podstatné vyssi sebejistotou.
Pii vyhodnoceni dat pracujeme s casem strdvenym pohybem po odhalené casti

bludisté a casem tzv. freezingu - doby, kdy mys vlivem strachu ,zamrzne“ na misté.
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5.1.3 Test repetitivniho chovani (Marble burying test)

Repetitivni chovani ndm miiZe mnohé fici o mite tizkostnosti hlodavcu. Jestlize
do jejich ubikace umistime potencialné neprijemny podnét, pokusi se ho odstranit tim,
Ze ho zahrabe - a to vcetné sklenénych kulicek. Pro tento test jsme vyuzili obdélnikové
vybéhy o rozmérech 35x25cm naplnéné podestylkou z dievénych hoblin do vysky cca
15 cm. Na povrch jsme umistili dvacet sklenénych kulicek (obrazek 12b). Mys stravila
ve vybéhu 20 minut, zapsali jsme c¢as, kdy zacala hrabat, a na konci testu pocet
zahrabanych kulicek. Pri statistickém vyhodnoceni dat jsme pracovali s ¢asem, ktery

uplynul, neZ mys zacala hrabat, a s procentem zahrabanych kulicek.

Obrazek 14: (a) bludisté 0-maze (b) schéma Marble burying testu

(b)

© ©

® ()
®

O ®
) e e

Zdroj: Vytvoreno v softwaru BioRender.

5.1.4 Test prepulzni inhibice

JestliZze mys$ vystavime nahlému hlasitému zvukovému impulzu, mizeme
pozorovat ulekovou reakci. Prepulzni inhibice je jev, ktery pozorujeme, kdyz zvireti
nejdrive prehrajeme méné hlasity zvuk (prepulz), a az poté velmi intenzivni zvukovy
podnét (tzv. startle). Ulekova reakce zvitete by méla byt niZsi, nez pokud ptrehrajeme

pouze startle (Geyer et al., 2002).

Test probiha ve zvukotésném sarkofagu, kam vloZime odhlu¢nénou krychli
s mysi. Pomoci skriptu v softwaru Matlab prehravame zvukové impulzy o rlzné

hlasitosti (az 85 dB). Abychom nezptsobili posSkozeni sluchu, tyto impulzy trvaji v fadu
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milisekund, cely skript trva 50 minut. Pohybovy senzor v izola¢ni kleci pak snima
pohyby mysi, které jsou dobrym indikatorem miry tleku. V testu nas zajima, o kolik %

byly inhibovanéjsi reakce na startle oproti reakci prisluSejici pouze startle podnétu.

5.2 Formulace hypotéz ke statistickému
testovani

Nas vyzkum zahrnuje sérii behavioralnich testli provedenych na tfech skupinach -
jedné experimentalni (Chst11 KO) a dvou kontrolnich (linie Cre a linie Flox). Abychom
odpovédéli na nasi vyzkumnou otazku, provadime analyzu dat ze vSech provedenych

behavioralnich testi a testujeme nasledujici statistické hypotézy.

V Morrisové vodnim bludisti jsme provedli celkem ctyii dil¢i testy a testujeme Ctyfti
hypotézy:
e H1.1: Chst11KO mysi v testu dlouhodobé paméti v Morrisové vodnim bludisti
naleznou cil za krat$i ¢as neZ mysi z kontrolnich Cre a Flox skupin.
e H1.2: Primérny Cas straveny hledanim cile v testu pieuceni je u Chst11KO0 nizsi
nez u kontrolnich skupin.
e H1.3: Primérné pamétové indexy ziskané v testu kratkodobé paméti se mezi
skupinami lisi.
e H1.4: Chst11KO mysi v testu probe 1 testu travi vétsi procento Casu ve virtualni
cilové zéné, kde byl naposledy umistény cil nez kontrolni skupiny.
e H1.5 Chst11KO mysi v testu probe 2 testu travi vétsi procento ¢asu ve virtualni

cilové zéné, kde byl naposledy umistény cil nez kontrolni skupiny.
Pro test spontanni alternace:
e H2.1 Procento spravnych alternaci je u Chst11KO vyssi neZ u Cre a Flox mysi.
e H1.2 Primérna chybovost Chst11KO je nizsi nez u Cre a Flox mysi.
V testu rozpoznani nového objektu ovérujeme nasledujici hypotézy:

e H3 Rozdily diskriminac¢nich indexl Casu straveného s novym objektem mezi
Chst11KO jedinci a Cre a Flox se zvétSujicim ¢asovym intervalem mezi Sample

a Choice fazi rostou.
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V testu social recognition:

e H4.1 Sociabilita - rozdily mezi Casem stravenym s druhou mysi vs. prazdnou
kleci béhem testu socialni rekognice se mezi skupinami lisi.
e H4.2 Social novelty - rozdily mezi Casem stradvenym s novou mysi a zndmou
mysSi se mezi skupinami lisi.
Hypotéza pro test open areny je nasledujici:
e H5: Procento casu stravené ve stredové oblasti arény je u Chst11KO mysSi nizsi
nez u kontrolnich Cre a Flox skupin.

Pro 0-maze ovérujeme hypotézu:

e H6.1 Cas straveny pohybem v otevienych zénach vyvy$eného bludisté je
u Chst11KO skupiny niZsi neZ u kontrolnich skupin.
e H6.2 Chst11KO mysSi stravi vice Casu freezingem neZ kontrolni skupiny.

Pro marble burying test:

e H7 RozloZeni Cetnosti poctu zahrabanych kuli¢ek se mezi skupinami lisi.

A konecné, pro prepulzni inhibici testujeme nasledujici hypotézu:

e H8 Procento prepulzni inhibice pro jednotlivé intenzity zvukovych impulzi se

mezi skupinami Chst11KO a Flox lisi.
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6 VYZKUMNY SOUBOR A ETIKA

Ve studii jsme pouzili 34 mysi, z toho 16 samctli a 18 samic. VyuZili jsme celkem
3 linie - experimentalni skupina (CHS11KO) a dvé kontrolni, pochazejici z linii Cre
a Flox ptislusnych nami zkoumanému knock-outu (roli Cre a Flox mysi bliZe popisuje

obrazek 7). Zvirata pochazi z vyzkumného tstavu BIOCEV.

Tab. 2: Podskupiny vyzkumného souboru

Typ Pocet (celkem) Pocet (samci) Pocet (samice)

Cre 13 (1) 6(11) 6

Flox 12 5 7
Chst11 KO 10 5 5

Pozn: Jeden ze samcti uhynul v rané fdzi studie, namérené hodnoty jsme z analyzy vyloucili.

Mysi jsme chovali v ubikacich ve skupinkach od 1 do 5 jedinct. Mély neomezeny
pristup k vodé a potravé a v mistnosti byl uméle udrzovan cirkadianni rytmus pomoci
automaticky rizeného osvétleni (12 hodin den, 12 hodin noc). V mistnosti je udrzovana

konstantni teplota (22 °C) a hlidana je i vlhkost vzduchu.

6.0 Etické aspekty prace se zviraty

Celad experimentalni studie probéhla se souhlasem etické komise Akademie véd
CR a vsouladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU ze dne
22.74at1 2010 o ochrané zvitat pouzivanych pro védecké ucely. Tato smérnice prikazuje
minimalizaci utrpeni zvirat, prosazeni pouZziti alternativni metody k testu na zviratech
(je-li to mozZné), etické usmrceni zvirat, pouZiti co nejmensiho poctu zvirat atd. (viz

(“Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU).

Nas experiment obsahoval pouze neinvazivni zasahy (mysi se s knock-outem
narodily), zvirata podstoupila sérii behavioralnich testti, ktera neméla zptisobit bolest

ani extrémni stres.
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7 PRACE S DATY A JEJI VYSLEDKY

Ziskana data od vSech tfi skupin jsme nasledné statisticky vyhodnotili.
K dispozici jsme méli textové soubory obsahujici namérené casy, ale také vystupy
z programu VideoMot (pro analyzu trajektorie v MWM a open arené) a programu
Matlab (data z pohybovych senzori v pripadé prepulzni inhibice). Pro ipravu dat jsme
vyuzili program Microsoft Excel 365. K analyze i tvorbé graft jsme vyuZili program

GraphPad Prism9, idealni pro rychlou analyzu a prehlednou grafickou prezentaci dat.

Morrisovo vodni bludisté
Jako prvni se zaméfime na data z jednotlivych MWM testii. Vzhledem k malému
rozsahu souboru (n=34) bylo pred volbou statistickych metod potreba provést test

normality, jehoZ vysledek nam umozZnil vyuziti parametrickych metod.

Pro analyzu testu dlouhodobé pameéti jsme vyuZili parametrickou dvoucestnou
analyzu rozptylu (angl, two-way ANOVA), kterd ndm umoziuje analyzovat dva faktory
zaroven - skupinu (zda jde o knock-out ¢i nékteré z kontrol) a pocet dni, po ktery jiz
test probiha. Analyzou jsme pro rozdil mezi skupinami ziskali nasledujici vysledek:

F (2,30) = 3,46, *p = 0,044.

Ackoliv pozorujeme signifikanci, po vyuziti Tukeyho testu pozorujeme
signifikantni rozdil pouze druhy den testu mezi skupinami Cre a Chst11KO (q = 3,68,
*p = 0,046), jiné signifikantni vysledky post hoc test neodhalil. I piresto miiZeme
alternativni hypotézu H1.1 prijmout. Na grafu z obrazku 15 vidime priméry v ¢ase
u jednotlivych skupin, prolozené ucici krivkou. VSimnéme si, Ze na grafu mizeme

pozorovat i rozdily v priimérném vykonu jednotlivych skupin.
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Obrazek 15: Graf zobrazujici krivky uceni jednotlivych skupin. Body ptredstavuji
primérny ¢as skupiny v jednotlivé dny.
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Pozn.: Chybové usecky znaci stredni chybu priiméru. ZakrouZkované body predstavuji hodnoty, mezi
kterymi Tukeyho test nalezl statisticky vyznamny rozdil.

Stejnym zplisobem pracujeme s daty z druhého testu v MWM - testu pireucent.
zde pozorujeme na grafu (obrazek 16a) rozdily mezi jednotlivymi skupinami. Vysledek

dvoucestné ANOVY:
F(2,30)=1,87,p=0,172

Ani po provedeni Tukeyho testu nelze rozdily mezi skupinami nelze povazovat

za signifikantni a nezamitame nulovou hypotézu k hypotéze 1.2.

Pro test kratkodobé paméti si nevystacime pouze s primérnymi casy kazdé
mysi pro kazdy den, jelikoz kazdy den ménime polohu ostrlivku a mame spiSe pét
separatnich testli kratkodobé pameéti. Zavadime proto pamétovy index, vypocitany
podle nasledujiciho vzorce:

__ primér (t,t3

1) 100
ty ) !

kde t1 predstavuje dobu, za jakou dobu mys nalezla ostrivek v prvni plavbé dne.
Casy tz, t3 a ta pak predstavuji ¢asy zbyvajicich tf{ plaveb. Tento index nam tak rika miru
zlepSeni Casu v dalSich tfech pokusech oproti prvnimu. Nakonec pro kazdou mys$
zprimérujeme pamétové indexy za celych 5 dni - skupinové priméry vidime na

obrazku 16b.
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Obrazek 16: (a) Ucici krivky jednotlivych skupin - body predstavuji primérny cas
skupiny v jednotlivé dny, (b) primérny index kratkodobé paméti u vSech skupin
béhem testovaciho tydne.

(a) (b)

MWM - test pireuceni MWM - test kratkodobé paméti
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E L
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1
& k\°+ \&0
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Pozn.: Chybové usecky znaci stiedni chybu priiméru.

Pro naslednou analyzu dat jsme vyuZili jednocestnou ANOVU:
F (2,30)=0,22; p=0,809

Ani zde nepozorujeme signifikantni rozdily mezi skupinami a nulovou

hypotézu H1.3 nemiiZeme zamitnout.

V probe testech sledujeme trajektorii zvirete. Mérili jsme celkem dva, jeden po
skonceni testu dlouhodobé paméti (probe 1), jeden po skonceni testu preuceni
(probe 2). Zamérujeme se na zony, kde se nachazel cilovy ostrivek. Pocitame s % casu,
ktery mys stravila v jednotlivych z6nach a sledujeme, jak se zménila preference téchto

z6n, v zavislosti na umisténi ostriivku v jednotlivych testech - viz obrazek 17.

Pro analyzu vysledkli obou méreni jsme vyuzili dvoucestnou ANOVU. Ziskali
jsme nasledujici vysledky (pracovali jsme se dvéma faktory - skupinou a preferenci

zony)

e Probel:F(2,30)=0,93;p=0,406
e Probe2:F(2,30)=6,531; **p =0,004

Po provedeni Tukeyho test na datech z probe 1 vidime u Chst11KO skupiny
signifikantni rozdil v ¢ase straveném v misté, kde se vtestu dlouhodobé paméti

nachdazel ostrivek (p <0,01, viz obr. 17). Alternativni hypotézu H1.4 prijimame.
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Probe 2 test, konany po testu preuceni, neodhalil pro experimentalni skupinu
zadné vyznamné rozdily v preferenci mezi zénou 1 a zénou 3, nulovou hypotézu H1.5

tedy nemitizeme zamitnout.

Obrazek 17: Grafy preference jednotlivych cilovych zén (a) po testu dlouhodobé
pameéti, (b) po testu pireuceni.
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Pozn. Chybové tsecky zna(i stiedni chybu priiméru. (a) V testu dlouhodobé paméti byl ostriivek umistény
v zoné 1, zéna 3 zde predstavuje misto nejméné pravdepodobné misto vyskytu ostriivku. (b) V testu preuceni
se ostriivek nachdzel v zoné 3.

Test spontanni alternace

Tento pamétovy test je zaméreny na prostorovou orientaci a pracovni pamét.
Hodnotime ji zde pomoci dvou proménnych: primérny chybovy index a procento
»Spravnych“ spontannich alternaci. Oba tyto ildaje jsme ziskali z textového souboru, do
kterého zaznamenavame pohyb mysSi (viz obrazek 9). Obé proménné nasledné

vyhodnotime pomoci jednofaktorové ANOVY.
e Prochybovyindex: F (2,30)=0,33,p=0,725

e Proprocento SA: F (2,30)=1,22,p=0,309

Ani zde nemiiZeme, pro zadnou z téchto proménnych, zamitnout nulovou
hypotézu. Priméry jednotlivych skupin se prakticky nelisi, coz vidime i na grafu

(obrazek 18a a 18b).
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Obrazek 18: Graf primérnych chybovych indexi vtestu spontanni alternace (a)
a procenta spontannich alternaci (b)
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Pozn.: Chybové iisecky znaci stiedni chybu priiméru.

SNOR test

Poslednim provedenym testem zameéifenym na pamét je test spontanniho
rozpoznani novych objektd (SNOR). Vystupem z méreni jsou jednotlivé hodnoty ¢asu
stravené s jednotlivymi predméty. Statisticky pracujeme s diskrimina¢nim indexem,

pocitaného pomoci vzorce:

tnovy - tstary

DI =
tnovy + tstary

Vyuzivame dvoucestnou ANOVU ve smiSeném modelu, jelikoZ v testech po 3

a 48 hodinach chybéla data od jedné mysi.
e F(2,29)=19,72, ***p <0,0001

Na zakladé této analyzy miizeme prijmout alternativni hypotézu. Rozdily mezi
jednotlivymi skupinami detailnéji analyzujeme pomoci post hoc Tukeyho testu, jehoZ

vysledky jsme zanesli i do grafu (obrazek 19).
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Obrazek 19: Graf primérného diskrimina¢niho indexu jednotlivych skupin pro
zkoumané ¢asové intervaly
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Pozn.: Chybové tisecky znaci stiedni chybu priumeru. Listy pak znaci vysledek Tukeyho testu - statistickou
signifikanci rozdilii priimérii jednotlivych skupin. * - p <0,05, ** p <0,01, *** - p <0,001.

Graf (obrazek 19) ilustruje rostouci rozdily v primérném diskrimina¢nim
indexu u jednotlivych skupin. Napadné rozdily vidime jiZ v Case 24h. Rozdily mezi

skupinami Cre a Flox nejsou statisticky signifikantni.

Nyni mdme zpracovand data z pamétovych testii a presuneme se k datiim, kterd

ndm pomohou odpoveédét na druhou vyzkumnou otdazku.

Social recognition test

Z tohoto testu jsme ziskali ddaje o sociabilité jedince a o social novelty
(preference nového jedince pred zndmym). Provadime tedy dvé dvoucestné ANOVY -
jednu pro prvni fazi testu (sociabilita - mys voli mezi plnou a prazdnou kleci) a druhou
pro fazi testu, kde mys voli mezi novou mysi a jiZ zndmou mysi (zde nas zajima

konstrukt social novelty - preference nové mysi pred znamou).

e Sociabilita: F (2, 30) = 3,934; *p = 0,0304
e Social novelty: F (2, 30) =4,27; *p= 0,023

Provedli jsme také post hoc analyzu obou casti testq, jeji vysledky vidime na

grafu na obrazku 20.
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Obrazek 20: Mira sociability (a) a social novelty (b) u testovanych skupin
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Pozn.: Chybové tisecky znaci stiedni chybu priiméru. * - p <0,05, ** p <0,01, **** - p <0,0001

Mezi skupinami pozorujeme statisticky vyznamné rozdily a v obou pripadech
dosahuji nejvyssich hodnot mysi z experimentalni skupiny. Nejméné sociabilni jsou

mysi ze skupiny Flox, vyrazné preferujici prazdnou klec pred druhou mysi.

Open arena

Arénu jsme si rozdélili na dvé zony (vnitini a vnéjsi). V softwaru VideoMot jsme
sledovali trajektorii zvifete a jako vystup jsme ziskali procenta z celkového casu
stravena v jednotlivych zénach - priimérné naméiené hodnoty vidime na obrazku 21.
Procenta c¢asu stravend vobou zdénach porovnavame mezi skupinami pomoci

dvoucestné ANOVY.

Ziskali jsme vysledek F (2, 23) = 1,11; p = 0,348, neprozrazujici Zadné
signifikantni rozdily v ¢asu straveném v jednotlivych zénach arény mezi skupinami.

Nulovou hypotézu H5 nelze na zakladé namérenych dat zamitnout.
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Obrazek 21: Namérené hodnoty v testu open areny pro jednotlivé skupiny.

Test Open Arena
100
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Pozn. Chybové tsecky znaci stiedni chybu priméru.
0-maze
V tomto testu sledujeme miru uzkostnosti, kterou mizeme urcit pomoci dvou
ukazatelli: ¢asu pohybu v otevieném prostoru a casu straveného zamrznutim -
freezingem. Pro obé proménné vyuzijeme Kruskal-Wallisovu ANOVU, jelikoZ namérené
Casy zejména v pripadé freezingu nemaji normalni rozdéleni a vzhledem k malému
rozsahu souboru se nemiiZzeme spolehnout na centralni limitni vétu. Ziskali jsme
nasledujici vysledky:
e Caspohybu:H=1,74;p=0,419
e (as freezingu: H = 18,09; ****p <0,0001
Pro Cas freezingu alternativni hypotézu H6.2 prijimame, také na zakladé
Dunnova post hoc testu poskytujiciho srovnani mezi jednotlivymi skupinami. Vysledky

analyzy vidime na obrazku 22. Nulovou hypotézu H6.1 nemiiZeme na zakladé

téchto dat prijmout.
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Obrazek 22: Primérné ¢asy pohybu (a) a freezingu (b) u jednotlivych skupin
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Pozn.: Chybové usecky znaci stiedni chybu priméru. Listy pak znaci vysledek Dunnova testu - statistickou
signifikanci rozdilii priimérii jednotlivych skupin. * - p <0,05, ** p <0,01, *** - p <0,001. **** - p <0,0001

Test repetitivniho chovani (marble burying test)

Zde pracujeme s poctem zahrabanych kulicek - ten se pohyboval v intervalu
(0;20). Pracujeme s kontingencni tabulkou (viz Tab. 3). Pro porovnani rozloZeni
Cetnosti vyuzijeme Pearsoniiv x?2 test.

x%(28) =24,49; p = 0,658

Nepozorujeme zde Zadny signifikantni vztah mezi skupinou a poctem
zahrabanych kulicek a nulovou hypotézu H7 nelze zamitnout.

Tab. 3: Ukazka kontingen¢ni tabulky ziskana z marble burying testu

10 11 12 13 14 15 16
Cre 0 0 3 1 1 2 0
Flox 1 1 0 1 1 1
Chst11KO 1 0 0 0 1 2
Test prepulzni inhibice

V tomto testu nas zajima, o kolik % se utlumila ulekova reakce mysi po prehrani

prepulzniho podnétu pred startle podnétem. Z divodu extrémni casové narocnosti

Casu jsme jej provedli pouze mezi skupinami Chst11KO a Flox. Priimérné % prepulzni
inhibice pro obé skupiny vidime obrazku 23.
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Obrazek 23: Graf zobrazujici % prepulzni inhibice pro jednotlivé intenzity zvukovych
impulza.
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Pozn.: Chybové tsecky znaci stiedni chybu priiméru. Hodnoty na ose x jsou formdtovdny jako intenzita
prepulzu/intenzita startlu. Pov§imnéme si mirného ndristu v procentu PPI u kontrolni skupiny, zatimco
u Chst11KO mira PPI spise kolisd.

Pro analyzu ziskanych dat jsme vyuzili dvoucestnou ANOVU a ziskali vysledek
(uvadime pouze rozdil mezi skupinami): F (1, 23) = 6,05, *p = 0,022. MiZeme tedy

prijmout alternativni hypotézu H8.

7.0 Vysledky ovéreni platnosti statistickych
hypotéz

Shrneme si nyni stru¢né vSechny vysledky provedené analyzy dat ze vSech

behavioralnich testu.

Morrisovo vodni bludisté:
e H1.1: Chst11KO mysiv testu dlouhodobé paméti v Morrisové vodnim bludisti naleznou cil
za kratsi cas nez mysi z kontrolnich Cre a Flox skupin.

Dvoucestna ANOVA; F (2, 30) = 3,46, *p = 0,044. Alternativni hypotézu prijimame.
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H1.2: Priimérny cas strdveny hleddnim cile v testu preuceni je u Chst11KO niZsi nez
u kontrolnich skupin.

Dvoucestna ANOVA; F (2,30) = 1,87, p = 0,172. Nulovou hypotézu nelze zamitnout.
H1.3: Priimérné pamétové indexy ziskané v testu krdtkodobé paméti se mezi skupinami
list.

F (2,30) =0,22; p = 0,809. Nulovou hypotézu nelze zamitnout.

H1.4: Chst11KO mysi v testu probe 1 testu travi vétsi procento ¢asu ve virtudlni cilové
zone, kde byl naposledy umistény cil nez kontrolni skupiny.
Dvoucestna ANOVA: F (2, 30) = 0,93; p = 0,406 + Tukey (**p <0,01). Prijimame

alternativni hypotézu,

H1.5 Chst11KO mysi v testu probe 2 testu trdvi vétsi procento casu ve virtudlni cilové
z6né, kde byl naposledy umistény cil nez kontrolni skupiny.
Dvoucestnd ANOVA: F (2, 30) = 6,531; **p = 0,004 + Tukey (p >0,05). Nulovou

hypotézu nelze zamitnout.

Test spontanni alternace:

Vv,

H2.1 Procento sprdvnych alternaci je u Chst11KO vyssi nez u Cre a Flox mysi.
F (2,30)=1,22; p=0,309. Nulovou hypotézu nelze zamitnout.
H2.2 Priimérnd chybovost Chst11KO je niZsi neZ u Cre a Flox mysi.

F (2,30)=0,33; p = 0,725. Nulovou hypotézu nelze zamitnout

SNOR test:

H3 Rozdily diskriminacnich indexti ¢asu strdveného s novym objektem mezi Chst11KO
jedinci a Cre a Flox se zvétsujicim casovym intervalem mezi Sample a Choice fdzi rostou.
Dvoucestna ANOVA; F (2, 29) = 19,72, ***p <0,0001. Prijimame alternativni
hypotézu.

Social recognition test:

H4.1 Sociabilita - rozdily mezi casem strdvenym s druhou mysi vs. prdzdnou kleci béhem
testu socidlni rekognice se mezi skupinami lisi.

Dvoucestna ANOVA; F (2, 30) = 3,934; *p = 0,0304. Pfrijimame alternativni hypotézu.
H4.2 2 Social novelty - rozdily mezi ¢asem strdavenym s novou mys$i a zndmou mysi se
mezi skupinami lisi.

Dvoucestna ANOVA; F (2, 30) = 4,27; *p= 0,023. Pfijimame alternativni hypotézu.
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Open arena:
e H5: Procento Casu strdvené ve stredové oblasti arény je u Chst11KO mysi niZsi nez
u kontrolnich Cre a Flox skupin.

Dvoucestna ANOVA; F (2,23) =1,11; p = 0,348. Nulovou hypotézu nelze zamitnout.

0O-maze:
e H6.1 Cas strdveny pohybem v otevienych zéndch vyvyseného bludisté je u Chst11KO
skupiny nizsi neZ u kontrolnich skupin.
Kruskal-Wallisova ANOVA: H = 1,74; p = 0,419. Nulovou hypotézu nelze zamitnout.
e  H6.2 Chst11KO mysi stravi vice ¢asu freezingem neZ kontrolni skupiny.
e Kruskal-Wallisova ANOVA; H = 18,09; ****p <0,0001. Prijimame alternativni
hypotézu

Marble burying test:
o  H7 RozloZeni Cetnosti poctu zahrabanych kuli¢ek se mezi skupinami lisi.

e  Pearsoniv x2test; x2(28) = 24,49; p = 0,658. Nulovou hypotézu nelze zamitnout.

Prepulzni inhibice:
e H8 Procento prepulzni inhibice pro jednotlivé intenzity zvukovych impulzii se mezi
skupinami Chst11KO a Flox Iisi.
e Dvoucestna ANOVA; F (1, 23) = 6,05, *p = 0,022. Prijimame alternativni hypotézu
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8 DISKUZE

V nasi praci jsme se pomoci behavioralnich testii a statistické analyzy z nich ziskanych
dat pokusili popsat rozdily mezi experimentalni skupinou Chst11KO a dvéma
kontrolami ze skupin Cre a Flox. Snazili jsme se potvrdit, Ze mysi z experimentalni
skupiny budou mit lepSi pamét, ale zaroven budou vykazovat zmény v chovani, které
by z nich mohly ucinit dobry model pro vyzkum psychéz. Shriime si nyni ziskané

vysledky.

Chst11KO0 mysi dosahuji lepsich vysledki v testech dlouhodobé paméti.

Jak test dlouhodobé paméti v MWM, tak test deklarativni paméti SNOR odhalily
statisticky signifikantni rozdily mezi skupinami a z vysledki je patrné, ze Chst11KO
skupina ostatni dvé skupiny v testech dlouhodobé paméti pred¢i. Vtestu MWM se
jedna o relativné maly rozdil (viz obr. 15). Ten jsme vSak podpofili provedenim probe
1 testu, kde vidime signifikantné vétsi preferenci cilové zény, ve které byl umistén

ostrivek béhem tydne testovani dlouhodobé paméti (obrazek 17a).

Ztestu SNOR jsme pak ziskali vysoce signifikantni vysledky ve prospéch
experimentalni skupiny (obr. 19). Jde pravdépodobné o ptimy diisledek knock-outu
sité. Rombergova a kolektiv (2013) popsali podobnou situaci - vyuzili stejny design
azkoumali pamét mySi sknock-outem link proteinu (Ctrl1/HALPN1), ktery
perineuronalni sité oslabil. I tyto mySi dokazali bezpetné rozeznat novy podnét od
starého i po 48 hodinach. Podobnych vysledkd dosahly i kontroly po aplikaci
chondroitinazy ABC (Romberg et al., 2013).

Kratkodoba pamét’ a pracovni pamét Chst11KO se od kontrolnich skupin
vyznamné nelisi. ZlepSeni nepozorujeme ani u testu preuceni.

K tomuto zavéru jsme dosli po analyze ostatnich testli provedenych v MWM
a testu spontanni alternace (viz obrazky 16, 17 a 18) - v téchto testech nedosahovaly
KO mysi Zadnych signifikantné lepSich vysledki neZ kontrolni skupiny. V grafech
vidime, Ze je Flox skupina dokonce pied¢i. Divodem by mohla byt spojitost téchto tloh

s prostorovou paméti, jelikoZz naruSeni perineuralnich siti vede i ke zméné
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reprezentace prostoru z divodu ovlivnéni ¢innosti mrizkovych bunék (vice v Fyhn et

al., 2008) medialniho entorhinalniho kortexu (Christensen et al., 2021).

Absenci vyznamnych rozdili vobou proménnych analyzovanych v testu
spontanni alternace lze vysvétlit mladym vékem zvitat. Tento test obvykle zachytava
poruchy pracovni paméti a s Uspéchem jej pouZzivaji vyzkumici zabyvajici se napriklad
Alzheimerovou chorobou (Kraeuter et al, 2019). Pravdépodobné bychom
vyznamneéjsiho rozdilu dosahli zopakovanim testu na starSich jedincich, coz je

podnétem pro dalsi studii.

Test preuceni a probe testy neprinesly signifikantni vysledky ve prospéch
Chst11KO skupiny, i presto jsme z nich ziskali cennou informaci, ktera je podnétem
k pokracovani vyzkumu - zejména na obrazku 17b (grafu probe testu provedeného po
testu preuceni) vidime, Ze tyto mysi hledaly cil jak na misté, kde byl béhem testu
dlouhodobé paméti, i na misté, kde byl v testu preuceni. Poukazuje to na jistou rigiditu

v uceni, coZ hraje ve prospéch odpovédi na nasi druhou vyzkumnou otazku.

Chst11KO skupina je vice sociabilni.

Obé analyzované faze social recognition testu nam poskytly signifikantni
vysledky - pozorujeme zvySenou sociabilitu, ale také vyssi preferenci nového jedince
(social novelty). Jedna se o pomérné prekvapivy vysledek, jelikoZ v dale rozebiranych

testech vykazuji zvySenou miru anxiety.

Jednim z diivodii miZe byt skutecnost, Ze v nadmi zvoleném diskrimina¢nim
designu méla testovana mys plnou kontrolu nad svym prostredim. Obé prezentované
mysi byly v malych klickdch a nehrozilo prakticky Zadné riziko konfliktu mezi jedinci.
Jiného vysledku bychom pravdépodobné dosahli pri vyuZiti jiného designu, kde by se
mohla volné pohybovat i prezentovana mys (vice napt. Choleris et al., 2009) - pak
bychom pravdépodobné dosahli jinych vysledkd (J. Rizicka, osobni sdéleni,
22.3.2022). Jak vidime, téma sociability CS4KO mysi je podnétem pro dalsi vyzkum.

Mysi z experimentalni skupiny Chst11KO vice podléhaji freezingu
Freezing, neboli strnuti/zamrznuti na misté, je jednou z ulekovych reakci,
kterou mizeme pozorovat také u lidi. Z vysledki ziskanych v testu 0-maze vidime

vysoce signifikantni rozdil v ¢ase freezingu KO skupiny a kontrol (obr. 21a). Nékteré

63



mySi zamrzly na misté po dobu desitek sekund, coZ znaci podstatné vétsi miru anxiety

nez je tomu u kontrolnich skupin Cre a Flox.

Vztahem perineuralnich siti a anxiety se zabyval Murthy a kolektiv v roce 2019,
kdy pozorovali zvySenou hustotu perineuralnich siti obklopujici PV interneurony
u mysi predcasné odstavenych od matky, V piipadé vrozené tizkostnosti pozorujeme
opacny vztah, zjiStujeme sniZeni hustoty perineuralnich siti (Lee & Lee, 2021). Je tedy
mozné, Ze oslabeni PNS v okoli PV interneuronti vedlo ke zménam popisovanym ve

vySe zminéné studii.

V dalsich testech anxiety nepozorujeme Zadné rozdily mezi skupinami.
Navzdory oCekavani se nam v testech open arena a marble burying zjistit Zadné
signifikantni rozdily mezi skupinami. V OA, urCené k testu vrozené uzkostnosti (Lee
podstatné vice ¢asu neZ ve stredové zoné, coZz vidime také v grafu na obrazku 20.
Nesignifikantni vysledek miize byt zplsoben mladym vékem zvifat, nebo jejich
nedostatecnym poctem (v dobé testovani OA nebyla prvni skupina kompletni, jelikoz

Slo o ivodni test celé série).

Z podobného divodu jsme ziskali nesignifikantni vysledky ztestu marble
burying - ve skupinach jsme méli 10-12 mysi, coZ je nedostate¢ny pocet pro testovani
rozdéleni Cetnosti. Jako reSeni se nabizi replikace testu v pripadné dalsi studii, s vétSim

poctem jedinct ve skupinach.

U Chst11KO skupiny je vyrazné snizené procento prepulzni inhibice.

Test PPI jsme provedli pouze na skupinach KO a kontrolnich Flox mysSich, které
jsou nejblize nijak neupravenym wild type mysSim (J. Rizi¢ka, osobni sdéleni,
21.3.2022). Jak vidime na grafu (obr. 22). Procento inhibice u Flox mysi se zvySujici
intenzitou prepulzu roste, zatimco u Chst11KO znac¢né kolisa. Pfi pohledu na raw data
soubor jsme si povSimli, Ze KO mysi vykazuji ulekovou reakci i na slabsi, prepulzni

podnéty.

Tento vyznamny rozdil v chovani zkoumanych skupin nam poskytl dalsi stiipek
informaci, abychom mohli odpovédét, zda ndmi provedeny knockout chondroitin 4-
sulfatotransferasy na parvalbuminovych interneuronech vedl ke zméné v chovani

podobné modeliim schizofrenie.
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Co uz o Chst11 knock-outu vime?

Tato bakalarska prace prezentuje mezivysledky témér rok trvajici studie
zahrnujici behavioralni testovani ve 3 a 6 mésicich véku zvirat. Pracujeme zde pouze
s tiimésicnimi zviraty, kterd vtomto véku stale nemaji uzaviené Kritické periody
(v 6 mésicich uzjsou kritické periody uzaviceny, vice napt. Galtrey et al., 2008). I piresto
jsme v urcitych aspektech odhalili statisticky vyznamné rozdily. Pfipomenme si, Ze uz
po narozeni procento propustnéjsi 6-sulfatace v CNS klesa (Carulli et al., 2010, citovano
v Fawcett et al.,, 2019a) a PV interneurony jsou typem neuronu nejcastéji exprimujicim
perineurdlni sité (Favuzzi, 2017). Snadno si tedy miizeme odvodit, Ze nami zplisobena
zména v sulfatacnim epitopu CS méla pomérné dalekosahlé diisledky také u mladych

zvirat.

Nase prvni vyzkumna otdzka zni: , Ovlivni knock-out Chst11 pamét mysi
z experimentalni skupiny?“ Na zadkladé nasich vysledkd miizeme fici, Ze ano, musime
vSak dodat malé ,ale“ - KO zplsobil zlepSeni dlouhodobé paméti, ale v kratkodobé
a pracovni paméti nepozorujeme Zadné signifikantni rozdily mezi experimentalni
skupinou a kontrolami. Tuto otdzku si znovu pokladame v analyze dat od stejnych
mysSi, ale aZ po testu provedeném v 6 mésicich, popfipadé na starSich zviratech, kde

miiZeme pozorovat Ubytek pracovni paméti (napt. Kraeuter et al., 2019).

PoloZme si nyni znovu druhou vyzkumnou otazku: ,Znamena Chst11 knock-
out vyraznou zménu v chovani a mohla by tato zvirata slouZzit jako model

psychozy?“

Ziskali jsme neékolik vysledkii mluvicich ve prospéch kladné odpovédi -
pozorujeme jistou rigiditu v pfeucovani (obrazky 15 a 16b) a vyrazné vyssi cas
freezingu v testu zaméreného na anxietu a vyznamné odliSné chovani pfi testu
prepulzni inhibice. Vidime vSak také statisticky vyznamny nartst sociability (obrazek
19), ktery pro nas byl prekvapenim a budeme se jim zabyvat dale. Dal$i provadéné
testy, OA a marble burying test, ndm vSak jednoznacnou odpovéd neposkytuji
a pravdépodobné bude nutné provést analyzu znovu na datech od starSich zvirat,

popiipadé zreplikovat studii s vétSim poctem jedinci.

Nezapomeiime vsak na dilezitou roli histologickych metod pii zkoumani zmén

v perineuralnich siti. Jak vime, v mozku schizofrennich pacientii pozorujeme ubytek

65



exprese parvalbuminu, snizujici funkci PV interneuront, coz mize znamenat jednu

z pricin kognitivniho Uibytku schizofrennich pacientli (Enwright et al., 2016).

Vysledky behavioralnich testi je tedy jeSté potieba podporit analyzou
histologickych preparati (fezt oblasti CA1 hippokampu), kde sledujeme pocet synapsi
a miru exprese parvalbuminu. Ta ndm pomtZe objasnit vztah mezi schizofrenii, expresi
parvalbuminu a zménami hustoty v PNS. Tato analyza vSak zlistava nad rdmec rozsahu
této bakalarské prace. Abychom mohli kladné odpovédét na druhou vyzkumnou

otazku, musime ziskat silnéjSi argumenty.
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9 ZAVER

Pomoci behavioralnich testii jsme se pokusili odpovédét na dvé otazky: (1) Jak
umeéle indukovana zména sulfatacniho epitopu (Chst11 KO) perineuralnich siti ovlivni
pamét? (2) Povede tato zména k projeviim psychézy? Shriime si nyni poznatky ziskané

analyzou namérenych dat:

e Pozorujeme vyznamné zlepSeni dlouhodobé paméti u experimentalni Chst11KO
skupiny, a to jak v prostorové navigaci, tak v deklarativni paméti.

e (Chst11KO skupina ma problém s preucenim pri zméné lokace cile.

e Vtestech kratkodobé paméti a pracovni paméti nepozorujeme zadné vyznamné
rozdily ve prospéch experimentalni skupiny. Divodem miize byt nizky vék
zvirat, a proto budeme data analyzovat také u starsich jedinct.

e (hst11KO mysi vykazuji vyssi sociabilitu. Pfi volbé mezi zndmou a novou mysi
preferuji kontakt s novou.

e Na zdkladé testu 0-maze provérujictho miru anxiety miiZeme potvrdit
vyznamné vys$si vyskyt freezingu (ustrnuti). Testy OA a marble burying vsak
signifikantni rozdily v anxieté mezi skupinami neodhalili.

e Procento prepulzni inhibice je u my$i z experimentalni skupiny vyznamné nizsi

neZ u Flox kontroly.

Na otazku (1) mlzeme odpovédét kladné, suptesnénim, Ze signifikantni
zlepSeni pozorujeme u mladych mysi pouze v pripadé dlouhodobé paméti. Kladnou
odpovéd’ na otdzku (2) jsme analyzou naSich dat podpofrili, je vSak potieba ji podpofit

také histologickymi metodami, které prekracuji ramec bakalarské prace.
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10 SOUHRN

Tato bakalarska prace se zabyva roli sulfatacnich epitoptli perineuralnich siti na
psychické funkce jedince. Perineuralni sité jsou miizkovité struktury, které nalézame
v CNS obratlovcli, kde obklopuji urcité typy neuronli (pf. parvalbuminové
interneurony) (Celio & Blumcke, 1994; Fawcett et al, 2019a). Skladaji se
z proteoglykant, ale také z hyaluronanu ¢i link proteinti (Sorg et al., 2016). V popredi
nasSeho zajmu jsou pravé proteoglykany - makromolekuly obsahujici proteinovy
zdklad a na ném kovalentné navazané glykosaminoglykanové retézce (GAG) -
polysacharidy s opakujici se disacharidovou jednotkou (napf. Bandtlow
& Zimmermann, 2000). Jednim z nejcastéji vyskytujicich se GAG fetézcti je chondroitin
sulfat (CS), obsahujici ve své molekule sulfitovou skupinu (-SO37). Ta miize byt

v disacharidové jednotce navazana na pozici 4 €i 6 (Fawcett et al., 2019a).

Pravé pozice sulfatové skupiny v proteoglykanech ovliviiuje jejich funkci, coz
v kone¢ném diisledku urcuje vlastnosti celé PNS. Zatimco 6-sulfatace (C6S) umoziuje
vétsi propustnost PNS pro tvorbu novych synapsi (Miyata et al., 2012)., 4-sulfatace
(C4S) je inhibi¢ni a vzniku novych synapsi brani. Kratce po narozeni prevazuje 6-
sulfatace, ale v priibéhu let je postupné nahrazovana 4-sulfataci, coz vede ke sniZeni
tvorby synapsi - a tedy i schopnosti u€eni a paméti (Wang et al., 2008). Perineuralni
sité ovliviiuji fyziologii neuroni a maji tak vliv na celou fadu psychickych funkci

i poruch (pt. Entwright et al., 2015).

V této praci se zabyvame 4-sulfataci chondroitin sulfatu na mySim modelu. Jak
uz jsme zminili v kapitole 3.2, nejlépe zjistime funkci néjaké komponenty tak, Ze ji
vymazeme a sledujeme disledky. Pomoci knock-outu (vymazani) genu Chstll
kédujiciho enzym zodpovédny za vznik inhibi¢nich C4S jsme ziskali zvirata, u kterych
prevazuje permisivni sulfatacni epitop C6S. Zajima nas tedy, zda diky vyssi plasticité

synapsi budou mit tato zvirrata lepsi schopnosti paméti a uceni.

Knock-out jsme provedli selektivné na jiZz zminénych PV interneuronech,
o kterych vime, Ze jejich dysfunkce je spojena se schizofrenii (Lewis et al., 2012).

Zmény se projevi i v perineuralnich sitich, nevime, zda se jedna o pricinu ¢i nasledek
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onemocnéni (Entwright et al.,, 2015; Mauney et al., 2013). Omezeni 4-sulfatace vede
k naruSeni struktury PNS. Proto nas dale zajima, zda zména v sulfata¢nim epitopu
perineuralnich siti zptisobi zmény v chovani, které bychom mohli povaZovat za

psychotické projevy.

Pracovali jsme se tfemi skupinami mysi - jedna experimentalni (Chst11KO)
advé Kkontrolni, pochazejici zriznych kment. Provedli jsme tedy sérii osmi
behavioralnich testli zamérenych na riizné typy paméti a projevy anxiety, které jsme

nasledné statisticky analyzovali.

Na zakladé dat jsme tak zjistili, Ze zkoumany Kknock-out Chst11 vedl
u experimentalni skupiny K statisticky vyznamnému zlepSeni dlouhodobé
paméti - a to jak v testu prostorové paméti (*p <0,05), tak v testu deklarativni paméti
(***p <0,001). Vtestech pracovni paméti a kratkodobé paméti nevedl knock-out
k signifikantnimu zlepSeni, coZz muze byt zplisobeno naruSenou prostorovou
reprezentaci zptisobenou knock-outem (vice v Christensen et al., 2021), ale také
nizkym vékem zvirat - rozdily v kratkodobé paméti se prohlubuji aZ ve vy$$im véku,

a pravdépodobné bychom signifikantni vysledky ziskali aZ od starsich zvirat.

Druha otazka, tedy zda knock-out Chst11 vedl k psychotickym projevim
u experimentalni skupiny, ziistdva po provedeni statistické analyzy zodpovézena jen
napil. Vtestu 0-maze zaméreném na sledovani anxiety v potencidlné nebezpecném
prostiedi jsme u Chst11KO pozorovali vyrazné vyssi vyskyt freezingu (ustrnuti pri
pocitu ohroZeni) nez u kontrolnich skupin (****p <0,0001). Narlst tizkostnosti miize
souviset se zménou struktury PNS, ke které knock-out genu Chst11 vedl (Lee & Lee,

2021).

Signifikantni rozdil jsme zjistili také v testu prepulzni inhibice - jde o jev, ktery
pozorujeme, kdyZ zviteti nejdrive prehrajeme méné hlasity zvuk (prepulz), a aZ poté
velmi intenzivni zvukovy podnét (tzv. startle). Ulekova reakce zvifete by méla byt nizsi,
nez pokud prehrajeme pouze startle (Geyer et al., 2002). Mira prepulzni inhibice
u sledované Chst11KO skupiny byla signifikantné nizsi neZz u pouZité kontroly

(*p <0,05). Zbyvajici testy anxiety nam vsak signifikantni vysledky neposkytly.

Ve prospéch kladné odpovédi na druhou vyzkumnou otdzku hraje také
provedeny behavioralni test zaméreny na preuceni - mysi znaly lokaci cile ve vodnim

bludisti a byly na néj naucené. Po zméné pozice cile jsme sledovali, jak rychle se zvirata
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této zméné prizpiisobi. U Chst11KO ptizplisobeni prakticky nepozorujeme, coz mize

vypovidat o sniZené plasticité uceni.

Z provedenych testt sociability a fenoménu social novelty (preference interakce
s novym jedincem oproti jiZznamému) jsme zjistili, Ze je Chst11KO o malo sociabilnéjsi
nez kontrolni skupiny. JestliZe maji tyto mySi na vybér mezi zndmym a novym
jedincem, vénuji svou pozornost novému jedinci (**p <0,01). Tento vysledek nas
prekvapil, jelikoZ jsme sociabilitu Chst11KO ocekavali spiSe sniZzenou. Jednim z diivodti
miZe byt skuteCnost, Ze v ndmi zvoleném diskrimina¢nim designu méla testovana mys$
plnou kontrolu nad svym prostiedim. Obé prezentované mysi byly v malych klickach
anehrozilo prakticky zadné riziko konfliktu mezi jedinci. V pripadé, Ze by
prezentované mysi mély moznost volného pohybu, je moZné, Ze by se vyskytla stresova

reakce (J. Rizicka, osobni sdéleni, 22. 3. 2022).

Abychom mohli jednozna¢né odpovédét, zda nami provedend zména
sulfata¢niho epitopu perineuralnich siti vedla kprojeviim srovnatelnym se
schizofrenii, musime se spolehnout také na mikroskop a histologické metody, diky
kterym miZeme propojit vysledky statistickych analyz chovani zvirat
s morfologickymi zménami v PNS vyvolanymi knock-outem - zejména zmény v poctu
synapsi a mife exprese parvalbuminu. Tak se ndm mozna podaii objasnit vztah mezi
schizofrenii, expresi parvalbuminu a zménami hustoty perineuralnich siti. Tato analyza
vSak zlistdva nad ramec rozsahu této bakalarské prace. Abychom mohli kladné
odpovédét na druhou vyzkumnou otazku, musime pomoci histologickych metod

ziskat silnéjsi argumenty.
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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

C4S

Ce6S

C4ST-1

C6ST-1

CNS

CS

CSPG

ECM

GABA

chABC

KO

MWM

OA

PNS

PPI

Prh

PV

SNOR

TN-C

TN-R

chondroitin-4-sulfat
chondroitin-6-sulfat

chondroitin 4-sulfatotransferasa-1
chondroitin 6-sulfatotransferasa-1
centralni nervovy systém
chondroitinsulfat
chondroitinsulfatové proteoglykany
extracelularni matrix

kyselina y-aminomaselna
chondroitindza ABC

knock-out

Morris water maze

open arena

perineuralni sité

prepulzni inhbice

perirhinalni

parvalbumin

spontaneous novel object recognition
tenascin-C

tenascin-R



2 ABSTRAKT

Nazev prace: Socializace, anxieta a pamét jsou ovlivnény sulfata¢nim epitopem

perineurdlnich siti

Autor prace: Tereza Klausova

Vedouci prace: RNDr. Jifi Razicka, Ph.D.
Pocet stran a znakii: 78 stran, 104 896 znakui
Pocet priloh: 3

Pocet tituli pouzité literatury: 103
Abstrakt (800-1200 zn.):

Cilem této prace je prozkoumat vliv uméle vyvolané zmény v sulfatatnim epitopu
perineuralnich siti - specialnim typu extracelularni matrix v centralni nervové
soustavé - na mySim modelu. Pomoci knock-outu (KO) jsme u experimentalni skupiny
silné zredukovali inhibi¢ni epitop perineuralnich siti C4S, ktery omezuje synaptickou
plasticitu a s pribyvajicim vékem zpiisobuje sniZeni schopnosti uceni. Knock-out jsme
provedli lokdlné, na parvalbuminovych interneuronech, jejichz dysfunkce byva
spojovana s psychotickymi poruchami. Provedli jsme sérii osmi behavioralnich testt
na souboru 34 mladych mysi rozdélenych do dvou kontrolnich skupin (n=12an=12)
a jedné experimentdlni (n = 10). Ztestli zamérenych na pamét vyslo najevo
signifikantni zlepSeni dlouhodobé paméti u knock-outové skupiny. V c¢asti testi
zamérenych na anxietu se projevuji zmény v chovani podobné modelim psychéz,
potenciadlné zplsobené strukturni zmeénou v perineurdlnich siti obklopujicich
paravlbuminové interneurony. K potvrzeni téchto zmén je potreba provedeni

histologické analyzy preparatti po ukonceni studie.

Klicova slova: extracelularni matrix, perineuralni sité, dlouhodoba pamét, anxieta,

behavioralni testy



3 ABSTRACT

Title: Role of changes in perineuronal nets sulfation epitope in sociability, anxiety and

memory

Author: Tereza Klausova

O Vv

Supervior: RNDr. Jifi Riizicka, Ph.D.

Number of pages and characters: 78 pages, 104 896 characters
Number of appendices: 3

Number of references: 103

Abstract (800-1200 characters):

The aim of this thesis is the exploration of artificially induced change in sulfation
epitope of perineural nets (a special type of extracellular matrix in the central nervous
system) in a mouse model. We use knock-out to significantly reduce the C4S sulfation
epitope that causes limitation of synaptic plasticity in ageing animals and therefore
limits the abilities to learn and memorize. The knock-out is local, only expressed in
perineuronal nets surrounding the parvalbumin interneurons. The dysfunction of this
neuron subtype is associated with psychotic disorders. We executed a series of eight
behavioural tests using the sample of 34 3-months old mice consisting of two control
groups (n = 12 each) and one experimental knock-out group (n=10). Using memory
tests, we identified a significant improvement occurring in long-term memory in the
experimental group. There was also a significant increase in anxiety-like behaviour
similar to psychosis models, potentially caused by structural changes in perineuronal
nets around the parvalbumin interneurons. Further histological analysis is needed to

confirm the relationship between these changes and perineuronal net structure.

Key words: extracellular matrix, perineuronal nets, long-term memory, anxiety,

behavioural tests



