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Souhrn

Uvod: Centralni cholinergni systém hraje kli¢ovou roli pii kontrole riiznych mozkovych funkci, jakymi
jsou pamét’, uceni, pozornost, motorika a odménovani. NaruSena integrita, regulace, nebo kapacita
cholinergni signalizace je uzce spjata s kognitivnimi symptomy mnohych neurodegenerativnich
a neuropsychiatrickych onemocnéni, jakymi jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
porucha pozornosti s hyperaktivitou (attention deficit hyperactivity disorder; ADHD), deprese,
schizofrenie a zvySena distraktibilita. Hlavnim neurotransmiterem cholinergnich neuronit je
acetylcholin (ACh) a regulace jeho hladiny je zakladnim pfistupem farmakoterapie onemocnéni
spojovanych s centrdlnim cholinergnim syst¢émem. Cilem piedlozené disertacni prace bylo studium
zmén centralni cholinergni neurotransmise s ohledem na riizné aspekty modulace hladiny ACh v mozku
a to prostiednictvim jeho uvoliiovani skrze M, muskarinové receptory (MR), jeho hydrolyzy
acetylcholinesterdzou (AChE) nebo butyrylcholinesterdzou (BChE) a nasledné po jeho hydrolyze
v synapsi regulaci zpétného vychytavani metabolitu cholinu pomoci vysokoafinitniho cholinového
transportéru (CHT). Metodika: Pouzitim telemetrie jsme sledovali pohybovou aktivitu a télesnou
teplotu u mysi s vyfazenym genem pro M, receptory (M4KO) a kontrolnich wild type (M;WT)) mysi za
bazalnich podminek a po aplikaci centralné ptisobicich latek oxotremorinu (OXO), skopolaminu (SCO)
a kokainu (COC). Aktivitu AChE/BChE aexpresi mRNA v odpovédi na akutni a chronicky
imobilizacni stres jsme stanovili u mysi s chybé&jicim kortikoliberinem (CRH KO). Pomoci in vivo
mikroampérmetrie jsme u mysi s nadmérnou expresi CHT (CHT-overexpressor; CHT-OXP) méfili
schopnost CHT vychytavat cholin ze synapse a in vivo mikrodialyzou jsme stanovili hladinu ACh a
cholinu v kute. U potkanti orientujicich pozornost na signal (STs) nebo na cil (GTs) jsme pomoci
vysokoafinitniho vychytadvani cholinu (HACU) stanovili ve striatu a kiife kapacitu CHT transportovat
cholin po stimulaci ptedniho mozku (BF). Vysledky: M, muskarinové receptory vyznamné zasahuji do
kontroly spontanni lokomoce. M;KO mysi jsou hyperaktivni, av§ak hyperaktivita je zavisla na denni
OXO indukovana hypotermie byla u My;KO samic zeslabena. SCO a COC zpusobily vyraznéjsi nardst
pohybové aktivity u MyKO samic v porovndni s WT samicemi. Imobilizacni stres vede k odlisné expresi
a aktivit¢ AChE a BChE u CRH KO a WT mysi. Zmény v aktivité a expresi AChE a BChE jsou u obou
genotypu specifické pro individudlni oblasti mozku. VéEtsi kapacita CHT u CHT-OXP mysi vedla ke
snizeni maxim amplitud endogenniho cholinu téméf trojnasobné ve srovnani s WT mySmi. U CHT-OXP
mys$i vzrostla bazalni hladina ACh téméf dvojnasobné a hladina cholinu 1,5 nasobné v porovnani s WT.
STs potkani maji snizenou kapacitu CHT pro transport cholinu do synapse v porovnani s GTs. Regulace
aktivity CHT tak pfedstavuje potencialni farmakologicky cil pro efektivni ovliviiovani kognitivnich
funkeci.

Kli¢ova slova: M, MR, M,KO mysi, CRH KO mysi, cholinovy transportér, CHT-OXP mysi, STs a GTs
potkani



Abstract

Introduction: Central cholinergic system plays a key role in control of different brain functions such
as learning, memory, attention, locomotion and rewards. Disrupted integrity, regulation or capacity of
cholinergic signalling is closely connected with cognitive symptoms of several neurodegenerative and
neuropsychiatric diseases, as Alzheimer disease, Parkinson disease, attention deficit hyperactivity
disorder (ADHD), depression, schizophrenia and increased distractibility. The major neurotransmitter
of cholinergic neurons is acetylcholine (ACh) and regulation of ACh levels is main pharmacotherapeutic
approach to the treatment of diseases associated with central cholinergic system. The aim of the thesis
was to study the changes of central cholinergic neurotransmission with respect to various aspects of
modulation of ACh levels in the brain by means of its release through M, muscarinic receptors (My
MR), its hydrolysis by acetylcholinesterase (AChE) or butyrylcholinesterase (BChE) and after its
hydrolysis in the synapse, regulation of the uptake of the metabolite choline by a choline transporter
(CHT). Methods: Here we used telemetry to measure locomotor activity and body temperature in mice
with selective deletion of My MR (M4KO) and their wild type (M4WT) controls under the basal
conditions and after application of centrally acting drugs oxotremorine (OX0O), scopolamine (SCO) and
cocaine (COC). Activity of AChE/BChE and mRNA expression in response to acute and chronic
immobilisation stress were measured in corticotropine-releasing hormone deficient mice (CRH KO).
Using in vivo microamperometry we measured the capacity of CHT to transport choline from synapse
and by in vivo microdialysis we determined the cortical level of ACh and choline in mice with
overexpression of CHT (CHT-overexpressor; CHT-OXP). The high affinity choline uptake was used to
measure the capacity of CHT to transport choline in striatum and cortex after the stimulation of basal
forebrain of sign-tracking (STs) and goal-tracking (GTs) rats. Results: M4 MR significantly modulate
the control of basal locomotor activity. MyKO mice are hyperactive compare to WT control. However,
the hyperactivity depends on the time of testing and on gender used in the experiment. Pharmacological
profile of M4KO females differs from WT control. OXO-induced hypothermia was attenuated in M4;KO
females. SCO and COC-induced hyperlocomotion was more profoundly increased in My;KO females
compare WT females. Immobilisation stress affected the expression and activity of AChE and BChE
differently in CRH KO and WT mice. The changes in activity and mRNA expression of AChE/BChE
are genotype and brain area specific. The increased capacity of CHT in CHT-OXP mice caused 3-times
decrease in the maximal peak of endogenous choline compare to WT mice. CHT-OXP mice have 2-
times increased basal ACh level and 1.5-times increased basal level of choline compare to WT. STs
have decreased capacity of CHT to transport choline from synapse compare to GTs. Regulation of CHT
activity may represent a prospective pharmacological approach in efficient modulation of cognitive
functions.

Key words: M, MR, M;KO mice, CRH KO mice, choline transporter, CHT-OXP mice, STs and GTs
rats
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Uvod

Acetylcholin je hlavnim neurotransmiterem cholinergnich neurond. Na rozdil od nervosvalové
ploténky, kde je ACh rychle plsobicim neurotransmiterem, v mozku plni ACh spiSe roli
neuromoduldtoru ato zménami neurondlni excitability, ovliviluje synapticky pienos, indukuje
synaptickou plasticitu a také nese koordina¢ni funkci pfi Sifeni vzruchu skupinami neuroni (Picciotto et
al., 2012).
jako kuptikladu proliferace bunék, diferenciace, migrace a zachovani homeostazy. Na centralni Grovni
je acetylcholin odpovédny za fizeni kognitivnich funkci, motorické koordinace, termoregulace
a spole¢né s dopaminergnim systémem hraje roli rovnéz pti kontrole zavislosti (Apicella, 2007; Gordon
and Heath, 1986; Pepeu and Giovannini, 2010; Pisani et al., 2001; Robinson et al., 2011).

V piedloZené dizerta¢ni praci se zabyvame nékolika aspekty modulace hladiny acetylcholinu
v mozku, které souvisi s regulaci jeho uvolovani do synapse prostfednictvim M, MR, naslednou
hydrolyzou cholinesterazami na metabolity cholin a kyselinu octovou a vychytavanim cholinu zpét do
bunky pomoci CHT, kde je ACh syntetizovan de-novo. Kazda z téchto urovni regulace ACh piedstavuje
vyznamny farmakoterapeuticky cil pfi onemocnéni spojovanych s centralnim cholinergnim systémem.

Utinek ACh je zprostiedkovan dvéma typy cholinergnich receptorti, nikotinovymi (NR)
a muskarinovymi (MR) acetylcholinovymi receptory. Proto neni nikterak piekvapivé, zZe v soucasnosti
jsou muskarinové receptory stfedem pozornosti pfi vyzkumu novych potencialnich molekul v terapii
neurologickych a neurodegenerativnich onemocnéni. MR jsou zapojeny do fizeni kognitivnich funkci,
jakymi jsou u€eni a pameét, a aktivace téchto receptord, predevsim podtypu M; MR ma prokognitivni
ucinek (Wess et al., 2007; van der Zee and Luiten, 1999). V M; MR je tudiz shleddvan atraktivni cil
v terapii Alzheimerovy choroby, zejména v souvislosti se ztratou paméti. Dalsi centralni MR, ke kterym
jsou upindny nadégje v terapii jak kognitivnich, tak i pozitivnich a negativnich symptomi schizofrenie,
jsou My MR (Scarr and Dean, 2008). My MR byla v souvislosti se schizofrenii pfisouzena dilezita role
v regulaci dopaminergni neurotransmise (Raedler et al., 2007). Dtilezita funkce M; a My MR pfi kontrole
kognitivnich funkci je podpofena rovnéz klinickymi studiemi, ve kterych M,/M,-agonista xanomelin
(Jakubik et al., 2008) prokéazal zlepSeni behavioralniho a kognitivniho deficitu jak u pacienti
s Alzheimerovou chorobou (Bodick et al., 1997a, 1997b), tak i u pacientd trpicich schizofrenii (Shekhar
et al., 2008).

Regulace hladiny ACh skrze My MR, mimo dfive uvedenych funkci, sehrava dilezitou tilohu
v kontrole bazalni pohybové aktivity a pfi inhibi¢ni kontrole pohybové aktivity zprostfedkované
aktivaci D; dopaminovych receptori (Gomeza et al., 1999a). M, MR kontroluji bazalni eflux ACh
v hipokampe (Tzavara et al., 2003). Jsou taktéZ hlavnimi inhibi¢nimi autoreceptory v sttednim mozku,
kde tidi zpétni kontrolu uvoliiovani ACh (Tzavara et al., 2004). Pti absenci My MR dochazi jednak
k posileni uvoliovani DA ve striatu prostfednictvim zvySeni efluxu ACh v stfednim mozku a taktéz

posilnénim uvoliovani DA z GABA-ergnych projekénich neurontl v sttednim mozku.



Po uvolnéni do synapse je ACh efektivné hydrolyzovan enzymem AChE na metabolity cholin
a kyselinu octovou. Pfitomnost BChE v mozku taktéz naznacuje jeji tlohu pti hydrolyze ACh zejména
za patologickych stavii jako je kuptikladu Alzheimerova nemoc (Giacobini, 2003). Cholinesterazy
v mozku jsou zodpovédné za kontrolu hladiny ACh a umoziuji jeho difuzi také mimo synapsi.

Dtlezitym krokem v modulaci syntézy, ale také nasledného uvolnovani ACh je zpétné
vychytavani cholinu do cholinergnych neuronti pomoci CHT, kde je cholin pouzity na syntézu ACh de
novo. Mnozstvi CHT dostupného pro transport cholinu do neuront je klicovym presynaptickym
faktorem cholinergni neuromodulace (Sarter et al., 2016a) a genetické rozdily v mnozstvi CHT ovliviiuji
kognitivni schopnosti (Berry et al., 2014) a rovnovadhu mezi ,,bottom-up* vs. ,, top-down* kontrolou

pozornosti (Parikh et al., 2013).

- vysokoafinitni cholinovy transporter - M1 muskarinovy receptor
- vezikularni acetylcholinovy transporter ‘ 0 acetylcholin/cholin

- nikotinovy receptor - acetyl-CoA/acetyl/kyselina octova

[ ]
- M4 muskarinovy receptor 3: PRIMA-AChE/BChE

Obrazek 1: Schematicka ilustrace Zivotniho cyklu acetylcholinu v CNS: modulace syntézy, transportu,
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uvoliiovani ACh a zpétného vychytavani jeho metabolitu cholinu

Hypotézy a cile prace

Na zéklad¢ dfive publikovanych studii s MyKO mySmi a jejich protichtdnymi vysledky
pozorovanymi pfedev§im na zménach v pohybové aktivit¢ pfedpokladame, ze MsKO mySi maji
zménénou pohybovou aktivitu v porovnani s WT mySmi, tato zména je vSak viditelnd pouze béhem
urcité faze cirkadianniho cyklu mys$i. Ve zménach pohybové aktivity existuji rozdily mezi samci a
samicemi. Nasledkem chybéni My podtypu MR dochazi ke kompenzacnim zménam rovnéz u jinych
receptorovych systémti.

Jak akutni, tak i chronicky stres maji schopnost modulovat cholinergni signalizaci hlavné
prostfednictvim zvySeni hladiny glukokortikoidu.

CHT-OXP mysi v disledku nejen zvySeného mnozstvi CHT, ale i prokazané zvySené aktivity

HACU maji zesilené uvoliovani ACh v porovnani s WT mysSmi a posilenou cholinergni signalizaci.



STs potkani maji snizenou kapacitu CHT transportovat cholin do synapse za zvySenych naroki
na cholinergni signalizaci. Toto snizeni kapacity CHT je zptisobeno snizenou distribuci CHT do
plazmatické membrany.

Cilem ptedlozené prace je pomoci behavioralnich, biochemickych a farmakologickych metod
prozkoumat vliv chybéni My MR u M,KO mysi, vliv imobiliza¢niho stresu u CRH KO my$i, nadmérnou

expresi CHT u CHT-OXP mysi a kapacitu CHT transportovat cholin u STs a GTs potkand.

Materiil a metodika
Experimentdlni zvifeci modely

Experimenty byly uskutecnény na tfech riznych genetickych modelech mysi: M4,KO, CRH KO,
CHT-OXP a jejich WT sourozencich a na Sprague-Dawley potkanech. Mysi byly v dobé experimentt
staré 3-6 mésict. MyKO a CHT-OXP mysi byly udrzovany na C57BL/6 genetickém pozadi. CRH KO
mysi byly ziskany parenim homozygotnich CRH KO mysi. Genotyp mysi byl potvrzen PCR metodou
na DNA izolované ze vzorku odebraného z ocasu nebo prstu. Dospéli potkani Sprague-Dawley prosli
screeningem na STs a GTs pomoci testovani na Pavloviv podminény reflex. Zvirata (M4;KO, CRH KO,
CHT-OXP a jejich pfislusni WT sourozenci a potkani) byla chovana v prostfedi s kontrolovanou
teplotou (22 = 1 °C) a vlhkosti (23°C, 45%) a udrzovana pfti kontrolovanych svételnych podminkach
s dvanactihodinovym intervalem pro svétlo a tmu. Jidlo a voda byly dostupné ad libitum.
Behaviordlni, farmakologické a biochemické studie

U M,KO mysi a jejich WT sourozenct se jednalo o monitorovani cirkadianni pohybové aktivity
a télesné teploty pomoci telemetrického systému v pribehu tii po sobé nasledujicich dni s poc¢atkem
vzdy v osmém dni od operace s naslednym testovanim v otevieném poli v jedendctém dni. Po tomto
testu nasledovala nejméne 48 hodinova prestavka, po které byly mySi podrobeny farmakologickym
testiim se skopolaminem (5 mg/kg), kokainem (20 mg/kg) anebo s oxotremorinem (0.2 mg/kg) v 9:00
rano nebo v 21:00 vecer. Mysi obou genotypt, u nichz byla testovana pouze pohybova aktivita, byly
pouzity na radioligandové vazebné studie.

CRH KO mysi a jejich WT sourozenci byli podrobeni akutnimu (30 min nebo 120 min) ¢i
chronickému (7x120 min) imobilizaénimu stresu, pfiCemz byly na vzorcich mozku stanoveny jak
aktivita, tak exprese mRNA AChE, BChE.

U CHT-OXP mysi a jejich WT sourozencti byla méfena extracelularni hladina ACh a cholinu v
mPFC pomoci in vivo mikrodialyzy a kapacita CHT vychytavat endogenni ¢i exogenni cholin za pomoci
in vivo mikroampérmetrie.

U Sprague-Dawley potkanti se jednalo v pfipadé behavioralnich testd o Pavloviv podminény
reflex (PPR), screening a rozdéleni potkant na skupiny STs a GTs. U vybranych potkanti byla provedena
elektricka stimulace BF a na vzorcich mozku bylo stanoveno zpétné vychytavani cholinu cholinovym

transportérem a subcelularni frakcionace s naslednym immunoblottingem.



Autoradiografie u M;KO a WT mySi

Autoradiografie sestavala ze tii hlavnich krokt, a to z preinkubace, ktera slouzila k odstranéni
endogennich ligand, z inkubace sagitalnich ezt mozku v inkuba¢nim roztoku obsahujicim pfislusny
radioligand (MR - [*H]-QNB; D;-like dopaminové receptory - [*H]-SCH23390; D,-like dopaminové
receptory - [*H]-spiperon; kainatové receptory - [*H]-kainat; NMDA receptory - [*H]-CGP-39653;
GABA, receptory - [*H]-muscimol) a z promyti fezii od nenavazaného radioligandu. Nespecificka
vazba byla stanovena v pritomnosti vysoké koncentrace neznaceného ligandu. Denzitometrické analyza
byla provedena pomoci analytického softwaru MCID. Méfeni byla stanovena z praméru alespo tii fezi
ziskanych z jednoho zvifete pro kazdou oblast mozku.
Aktivita AChE a BChE u CRH KO mysi

Aktivita ChE byla stanovena pomoci Ellmanovy kolorimetrické metody upravené pro 96
jamkovou mikrotitra¢ni desticku. Abychom vzajemné mezi sebou odlisili AChE a BChE, pouzili jsme
selektivni inhibitory pro AChE a BChE.
Exprese AChE a BChE mRNA u CRH KO a WT mysi

RNA byla izolovana pomoci RNABee. PCR pro specifické receptory byla realizovana pouzitim
primeri pro AChEr, AChEr, BChE a GAPDH. Jako kontrola byla pouzita GAPDH. Intenzita
jednotlivych produktti PCR byla stanovena pomoci PCBase softwaru.
In vivo mikroampérmetire u CHT-OXP a WT mysi

Keramické mikroelektrody byly potazeny cholinoxidazou (ChOx), ktera byla vazana na smés
BSA-glutaraldehyd. Mikroelektroda byla implantovana do oblasti mPFC, kde slouzila k méfeni
cholinovych signali generovanych aplikaci a4B2*nAChR agonisty ABT-894 nebo aplikaci exogenniho
cholinu za pfitomnosti nebo absence blokatorti cholinového transportéru HC-3 a/nebo ML-352.
In vivo mikrodialyza u CHT-OXP a WT mysi

Mikrodialyza¢ni sonda s membranou o délce 1,5 mm byla v den experimentu vloZzena do mPFC.
Sondy byly perfundovany pii pratoku 1,0 pl/min s umélym mozkomisnim mokem obsahujicim ptidavek
neostigminu (10pmol/l). Mysi se mohly po celou dobu trvani experimentu volné pohybovat prostorem
testovaci klece. Po stabilizaci hladiny ACh, jsme odebrali do zkumavek pét ctyfminutovych dialyzatd,
ze kterych byla stanovena bazalni hodnota extracelularni hladiny ACh a cholinu. Koncentrace ACh a
cholinu byla nasledné stanovena HPLC hmotnostni spektrometrii. Za ucelem stanoveni skute¢né
hodnoty bazalniho ACh a cholinu byly absolutni hodnoty ACh/cholinu upraveny podle ,,recovery rate
mikrodialyza¢ni sondy (9,5-14,3%).
Zpétné vychytdavdani cholinu v synaptozomech a immunoblotting u STs a GTs potkanii

Miru zpétného vychytavani [*H]-cholinu jsme stanovili pomoci vysokoafinitniho zpé&tného
vychytavani cholinu (HACU) v synaptozomech piipravenych zkiry nebo striata. Subcelularni
frakcionace slouzila k izolaci frakci plazmatické membrany (LP1) a vezikularni membrany (LP2).
Nasledné bylo ekvivalentni mnozstvi (25 ng) proteinu z kazdé frakce pouzito k immunoblottingu a

kazdy vzorek byl stanoven v duplikatu.



pohybova aktivita v arb. j./10 min

Statisticka analyza

U M4KO mysi byla statistickd vyznamnost mezi skupinami vypoctena pomoci Studentova t-

testu. Statistickd vyznamnost u CRH KO a WT mysi byla stanovena s one-way ANOVA s post hoc SNK

testem. Schopnost vychytavat exogenni cholin u CHT-OXP a WT mysi a bazalni hladina ACh a cholinu

byla porovndna pomoci Studentova t-testu. Naméiené hodnoty cholinovych amplitud evokovanych

pomoci ABT-894 byly analyzovany pouzitim two-way ANOVA testu. Naméfené hodnoty transportu

cholinu pomoci CHT u STs a GTs potkanil (V. @ Kyy) a koncentrace CHT v subcelularnich frakcich

(LP1, LP2) byly analyzovany pouzitim two-way ANOVA, kde faktory byly skupina potkant (STs a

GTs) a stimulace BF (BF-sham nebo BF-ES). Za signifikantni byly povazovany hodnoty p<0,05.

Vysledky

M4KO samice jsou hyperaktivni v priubéhu aktivni faze dne

Analyza biorytmti u My;KO a WT samic/samcii ukazala vyrazné zvySeni pohybové aktivity u

M,KO genotypu, pficemz tato zména byla zaznamenatelna pouze u samic v priibehu aktivni faze dne.

M,4WT vs. M;KO samci 24 hodinova pohybova aktivita

100
- M4WT
-= M4KO

60

40

€as (hodiny)

Obrazek 2: Cirkadianni rytmus pohybové aktivity MyWT a My;KO samcii (vlevo) a samic (vpravo).

pohybova aktivita v arb. j./10 min

100

804 ||

60

40441

20

-= M4KO

M WT vs. M ;KO samice 24 hodinova pohybova aktivita

- MawT

0
o

¢as (hodiny)

Pohybova aktivita je vyjadiena jako primér+SD. Pohybova aktivita v arbitrarnich jednotkach byla
meéfena pomoci telemetrie béhem tii po sob¢ jdoucich dni v jednominutovych intervalech. Vynesené
jsou 14,4 min praméry pohybové aktivity (MyWT samci: n=15; My;KO samci: n=15; MyWT samice:
n=17; M4KO samice: n=13) za 3 dny, zpracované programem ChronosFit s naslednym pfevodem do
GraphPad Prism5. Sedou barvou je zvyraznéna tmava faze 24 hodinového intervalu.
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M4KO samice maji zvySenou aktivitu v novém prostiedi

M,;KO a MyWT samce a samice jsme otestovali v otevieném poli ve svetlé (inaktivni) a tmavé
(aktivni) fazi dne. M4KO samice byly aktivnéjsi v obou fazich dne v porovnani s WT myS$mi, pfi¢emz
tento efekt byl vyraznéjsi v nocni/aktivni fazi. MyKO samci méli signifikantné zvySenou pohybovou

aktivitu pouze v pritb¢hu tmavé faze ve srovnani s MyWT samci (Obr.3).

M,WT vs. M KO samice - test v otevfeném poli M WT vs. M,KO samci - test v otevieném poli
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Obrazek 3: Pohybova aktivita M;KO a MyWT mysi béhem testu v otevieném poli trvajicim 60 minut.

Zesileny ucinek skopolaminem a kokainem indukované hyperlokomoce u M,KO samic

Aplikace SCO (5 mg/kg s. c.) béhem inaktivni faze dne zvysila pohybovou aktivitu o 149,33%
u MyWT a 0 250,64% u M,KO samic ve srovnani s kontrolni aplikaci fyziologického roztoku (Obr. 4).
V pribéhu aktivni faze se SCO zasadil o statisticky vyznamné zvySeni pohybové aktivity pouze

ve skupiné M4;KO samic, a to 0 57,5%.

Skopolamin Skopolamin
v 9:00 v 21:00
50014 s - 500+

Tk

5
8

w
=
=
I
1

g

200+

100+

procentudlni narist pohybové
aktivity viici kontrole/hod
8

procentudini narist pohybové
aktivity vaci kontrole/hod

o- o
< 2 5 s 5 £° &5 £°
_&" & ©° o° & & ©° o+
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Obrazek 4: Pohybova aktivita MyKO a WT samic po aplikaci skopolaminu (5 mg/kg s. c.) méfeno

béhem 60 minut od aplikace.
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Béhem inaktivni faze dne byla kokainem (20 mg/kg s. c.) indukovana lokomoce mezi genotypy

signifikantné rozdilna (o 145,9% vyssi ucinek kokainu u M4KO samic ve srovnani s MyWT). Kokain

behem aktivni fdze dne zvysil pohybovou aktivitu u MyWT o 186,0% a u M4KO samic o 197,9%, bez

signifikantnich rozdilii mezi genotypy (Obr. 5).

Kokain Kokain
v 9:00 v 21:00

@
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*
@
2
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* KRR

*kk *

nN 3 - o
g 3 8 8
aktivity viiéi kontrole/hod

procentudlini nardst pohybové
aktivity vi&i kontrole/hod
g

procentudlni narist pohybové

=]
T

Obrazek 5: Pohybova aktivita M,KO a MyWT samic po aplikaci kokainu (20 mg/kg s. c.), méfeno

béhem 60 minut od aplikace.

Zmény v expresi mRNA a aktivité cholinesteraiz u CRH KO a WT zpiisobené

imobilizaénim stresem

Imobilizacni stres vedl k odlisné expresi a aktivit¢ AChE a BChE u CRH KO a WT mysi. Zmény

v aktivité¢ a expresi mRNA AChE a BChE byly u obou genotypt specifické pro individualni oblasti

mozku a zavisely také na délce trvani imobilizace (Obr. 6 a 7).

Genova exprese

Zx STRL WTAChE
B AMY P WT BChE
@ AMY P WT AChEg

@ CA3 P KO AChEg
& CA3 L KOBChE
5% STR P KO AChE
O PCxL KO AChE

Pomér genové exprese vici kontrole

—3

0.0 T T T
030 120 7x120

Doba imobilizace

Obrazek 6: Zmény v expresi
AChE/BChE mRNA po stresu
uWT aCRH KO mysi
vyjadifené jako pomeér vici
nestresovanym kontrolam. Graf
trvani imobilizace (30 min, 120
min nebo 7x120 min) a pomer
exprese AChE/BChE mRNA
vici kontrole. Kontrolni zvitata
(intaktni, doba=0) nebyla

imobilizovana. V pfipadé zmén

v expresi je ukazan vzestup/sestup, pokud nedochazelo ke zmé€nam v expresi, pomér byl 1,0. Zobrazena

data jsou vyjadiena jako prumér+SEM (n=4). Viz legendu pro vysvétleni symboli. STR, striatum;

AMY, amygdala; CA3, hipokampalni CA3 oblast; PCx, parietalni ktira; P, prava hemisféra; L, leva

hemisféra.
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Obrazek 7: Zmény v aktivit¢ AChE a BChE
u WT a CRH KO mysi vyjadiené jako pomér
vuci kontrolam nevystavenym stresu.

Graf trvani imobilizace (30 min, 120 min
nebo 7x120 min), a pomér aktivity AChE
(nahote) nebo BChE (dole) viici kontrole.
Kontrolni zvifata (intaktni, doba = 0) nebyla
imobilizovana. V piipadé zmén v expresi je
ukazan vzestup/sestup, pokud nedochazelo
ke zménam v aktivité, pomér ¢inil 1,0.
Zobrazena data jsou vyjadfena jako
pramér=SEM  (n=4). Viz legendu pro
vysvétleni symbolt. STR, striatum; AMY,
amygdala; CA3, hipokampalni oblast CA3;
VTA, tegmentum ventrale; PCx, parietalni
kiira; P, prava hemisféra; L, leva hemisféra.

Posilend cholinergni kapacita a signalizace u CHT-OXP mysi

Veétsi mnozstvi CHT u CHT-OXP mysi vedla ke snizeni maxim amplitud endogenniho cholinu

témet trojnasobné ve srovnani s WT mySmi (Obr.9). Mira zpétného vychytavani cholinu méfena po

aplikaci exogenniho cholinu byla zvy$ena témét dvojnasobné u CHT-OXP mysi (Obr. 8). U CHT-OXP

mys$i vzrostla bazalni hladina ACh dvojnasobné a hladina cholinu 1,5 nasobné (Obr. 10).
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cholinovy proud (uM)
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2

Obrazek 8: Cholinové proudy meéfené v mPFC,
vyvolané aplikaci exogenniho cholinu (1mmol/l)
u WT a CHT-OXP mysi.

a: Sestava keramické mikroelektrody s mikropipetou
(boéni pohled). Vlevo: Spicka mikropipety se nachazi

nad ¢tyfmi méficimi Pt plochami. b: Mikrofotografie
povrchu elektrody s obéma spodnimi Pt plochami
a jednou svrchni méfici plochou (Cerné Sipky). Leva
svrchni  méfici  plocha je zamaskovana za
mikropipetou (Cervené Sipky). c: ZvétSeny bocni
pohled na sestavu elektrody s mikropipetou

vvvvvv

WT OXP WT OXP a umisténi $pi€ky mikropipety nad meéfici plochou
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cholinového signalu (WT (n=7); CHT-OXP (n=12);
k% p<0,0001). d, e: Naméfené¢ hodnoty jsou

vyjadireny jako primér+SEM. Viz legendu pro vysvétleni symboli.
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Obrazek 9: Endogenni cholinové proudy méfené
v mPFC vyvolané aplikaci 04p2* agonisty ABT-894 u WT
a CHT-OXP mysi.

a: cholinové proudy evokované aplikaci ABT-894 (data
zaznamenavéana v 1 Hz intervalech). b: Maxima
cholinovych amplitud zistala signifikantné mensi u CHT-
OXP vporovndni s WTI mySmi, coz odrazi zvysSené
vychytavani cholinu u CHT-OXP. Zobrazend data jsou
vyjadiena jako prum&r+SEM (*, p<0,05; *** p<0,001).
Viz legendu pro vysvétleni symbolt.
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Obrazek 10: Extracelularni hladina ACh a cholinu méfend v prefrontdlni kire u WT a CHT-OXP mysi

pomoci in vivo mikrodialyzy.

SniZena cholinergni kapacita u STs potkanii

STs potkani maji snizenou kapacitu CHT pro transport cholinu do synapse v porovnani s GTs.

U STs byl transport cholinu prostfednictvim CHT rezistentni vici elektrické stimulaci BF. U STs

stimulace BF rovnéz nezpiisobila zvySeni denzity CHT v synaptické plazmatické membrané (Obr.11 a

12).
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Obrizek 11: Utinek BF-ES in vivo na
cholinovy transport zprostiedkovany CHT
(n=20; n=5 GTs a 5 STs u BF-ES; n=5 GTs a
5 STs u sham stimulace).

Po 20 minutach BF-ES byly odebrany vzorky
tkani z klry a striata. Nasledné z nich byly
pfipraveny synaptozomy pro mefeni HACU.
a, c: Saturacni kiivky pro vychytavani cholinu
na synaptozomech z frontalni kliry a striata. b,
d: Hodnoty V.« pro kortikdlni a striatalni
synaptozomy. BF-ES signifikantné zvysilo
kapacitu CHT transportovat cholin v klife u
GTs. (b). Takovy ucinek ovSem nebyl
pozorovan u STs. Hodnoty V.. ve striatu
nebyly ovlivnény fenotypem ani BF-ES (d).

Hodnoty K, nebyly ovlivnény fenotypem ani BF-ES v zadné z métenych oblasti (viz Vysledky pro
ANOVAs; *, p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001).
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Obrazek 12: Utinek BF-ES na
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intracelularnich doménéach, jakymi jsou vezikularni a endozomalni membrany. BF-ES snizila denzitu
intracelularné lokalizovanych CHT u obou fenotypti. Kromé toho bylo u STs pozorovano niz§i mnozstvi
intracelularniho CHT, nez u GTs. b: Zatimco BF-ES zvysila denzitu CHT na plazmatické membrané
u GTs, u STs k takovému nardstu hladiny CHT nedoslo. Vysledky analyz jsou ilustrovany na obrazku.
c: Na synaptozomech STs sham potkant (LP1) byl pomér LP2/LP1 témeét 1 (Cervené symboly CHT
proteinu na membran¢). Vysledky z pfedchozich praci naznacily, ze pomér LP2/LP1 rovnajici se 1
predstavuje limit mobilizace CHT na plazmatickou membranu. Tudiz, jak se zda, synaptozomalni
distribuce CHT u STs dosahla maximum uz za bazdlnich podminek (sham), coz je mozné pfipsat nizsi
denzit¢ intracelularniho CHT v porovnani s GTs. U STs, BF-ES vyvolana ztrata intracelularniho CHT
(LP2; modré symboly CHT proteinu) nezpiisobila jeho zvySeni na membrané, coz naznacilo, Ze
stimulaci vyvolany transport CHT z intracelularnich domén musel probéhnout na jiné urovni, nez je
plazmaticka membrana).

Diskuse
Uloha M, MR v Fizeni pohybové aktivity a télesné teploty

Na genetickém modelu s vyfazenym genem pro M, podtyp MR jsme nejprve prokazali, ze My
receptory jsou schopny vyznamnym zpiisobem ovlivnit biorytmus pohybové aktivity, pfiCemz tento
ucinek je vyraznejs$i u samic, neZ u samcii. Tato zména pohybového biorytmu je specificka, nebot’
teplotni biorytmus mezi M;KO a WT mySmi nebyl zménén. V dal$ich testech s pouzitim M4KO a WT
samic jsme zkoumali vliv My MR na kontrolu pohybové aktivity v pribéhu testu v otevieném poli a
farmakologické odpovédi na cholinergni a dopaminergni latky s ohledem na fazi dne, ve které testy
probihaly.

Prokazali jsme, ze MyKO samice jsou v porovnani s WT samicemi vice aktivni v pribéhu testu
v otevieném poli, pfi¢emz je tento ucinek vyraznéjsi, kdyz jsou mysi testovany v noci, tedy za jejich
aktivni faze dne. M4KO samci jsou v priibéhu testu v otevieném poli vice aktivni nez WT samci, avSak
pouze béhem aktivni faze dne. My;KO samice jsme dale podrobili sérii farmakologickych testi s tfemi
centralné pasobicimi latkami. MyKO samice jsou vice rezistentni vici oxotremorinem indukované
hypotermii nez WT samice, pfi¢emz rozdily v hypotermické odpoveédi mezi aktivni a inaktivni fazi dne

jsou signifikantni. Skopolamin a kokain vyvolaly vyrazngjsi zvySeni pohybové aktivity v porovnani s
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kontrolni aplikaci fyziologického roztoku v priubehu inaktivni faze dne u obou genotypti. M4KO samice
maji zesilenou kokainem indukovanou pohybovou aktivitu v pribéhu inaktivni faze dne v porovnani s
WT samicemi. Kokain neni béhem aktivni faze dne schopen vyvolat vyraznéjsi odpovéd u M4KO v
porovnani s WT samicemi. Denzita NMDA, GABA 4, D;-like a D,-like dopaminovych receptorti mezi
M;KO a WT mySmi neni zménéna béhem dne ani v pribéhu noci. Pozorovali jsme zmény v denzité
kainatovych receptord, ktera je u MyKO mysi signifikantné sniZzena, pokles denzity receptord je vice
vyrazny béhem noci.

V prvni praci s MyKO mySmi pozorovali Gomeza a kol. (Gomeza et al., 1999a, 2001) u M4KO
mys$i hyperaktivitu a zvySenou citlivost na stimulaci D, dopaminovych receptori. My MR byla ptipsana
vyznamna role v inhibi¢ni kontrole D, receptory zprostfedkované stimulace pohybové aktivity (Gomeza
et al., 1999a). Podobna data tykajici se pohybové aktivity u My;KO mysi byla publikovana i v novéjsi
praci, ve které byly M;KO mysi aktivnéjsi a v pribéhu testu v otevieném poli pickonaly delsi
vzdalenosti (Koshimizu et al., 2012). V rozporu s témito vysledky je nekolik dalsich praci, ve kterych
nepozorovali rozdily v pohybové aktivité¢ mezi M;KO a WT mySmi (Fink-Jensen et al., 2011; Schmidt
etal.,2011; Turner etal., 2010). Takovy nesoulad mezi vysledky mtze byt nasledkem pouziti rozdilnych
experimentalnich metod a navrhi téchto studii. Gomeza a kol. (1999) a Koshimizu a kol. (2012)
udrzovali My;KO mysi na smiSeném 129SvEv/CF-1 resp. Cistém 129SvEv genetickém pozadi. Avsak po
intenzivnim zpétném kiizeni pivodni linie udrzované na smiSeném genetickém pozadi do inbredni
C57BL/6NTac linie se M;KO mysi od WT mysi v pohybové aktivité jiz nelisily (Fink-Jensen et al.,
2011; Schmidt et al., 2011; Turner et al., 2010). V naSich experimentech byly M4;KO mysi a jejich WT
sourozenci zpétné kiizeni na C57BL/6NTac genetickém pozadi do 12. generace. Na rozdil od jiz
zmiflovanych praci jsme ovSem pozorovali nartst v pohybové aktivit¢ u MyKO mysi. Tento ucinek byl
vsak statisticky vyznamnym pouze u MyKO samic a to jen v prub¢hu jejich aktivni faze dne. VéEtSina
studii s vyjimkou studie Gomezy a kol. (1999) byla uskute¢néna vyhradné na M,KO samcich. Dllezitost
pohlavi pouzitého v experimentech muze byt ilustrovana na praci s dvojitymi M;/Ms; KO mySmi.
Zatimco M;/M4 KO samice mély snizenou prepulzni inhibici v porovnani s WT samicemi (Thomsen et
al., 2010), u samct takovy ucinek pozorovan nebyl.

Kromé rozdila v kiizeni, pouzitém genetickém pozadi a pohlavi, mysi byly v piedeslych pracich
testovany pouze v prub&hu jejich inaktivni faze dne. V nasi praci jsme vSak pozorovali vyznamné
rozdily mezi My;KO a WT mySmi na zakladé toho, ve které fazi cirkadianniho rytmu testy probihaly
(9:00 vs. 21:00). Bazalni pohybova aktivita vzrostla u M,;KO mysi stejné jako i pohybova aktivita v
novém prostredi vyznamnéji v prub&hu aktivni faze dne.

V piedchozich pracich nebyly mezi My;KO a WT myS$mi nalezeny zadné statisticky vyznamné
rozdily v OXO indukované hypotermii (Bymaster et al., 2001, 2003; Gomeza et al., 1999a). My jsme
vSak pozorovali, Ze hypotermicky ucinek OXO byl statisticky vyznamné oslaben u My;KO samic v
porovnani s WT samicemi. Zatimco Gomeza a kol. (1999) i Bymaster a kol. (2003) pouzili k méfeni

hypotermického t¢inku rektalni teplomér a teplotu métili pouze v 30 minutach od aplikace OXO, v nasi
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praci jsme pouzili pfesnéjsi a citlivéjsi metodu pro detekci télesné teploty, kterou jsme meéfili s
intraperitonedlné implantovanymi E-Mitter transpondéry. Pomoci telemetrie jsme sledovali télesnou
teplotu u neruSenych zvifat a v minutovych intervalech. V pfedchozich pracich tak u¢inek OXO nebyl
pravdépodobné detekovan, protoZze télesna teplota byla mefena pouze 30 minut od aplikace OXO.
V ptedchozich pracich byl u¢inek OXO indukované hypotermie u M4KO a WT mysi pravdépodobné
maskovan z divodu pouziti nedostatecné citlivé a pfesné metody zvolené za ucelem detekce télesné
teploty a v nevhodné zvoleném ¢ase méteni od aplikace oxotremorinu.

Utinek skopolaminu na pohybovou aktivitu nebyl u MyKO mysi doposud zkouméan. V
predlozené praci jsme M;KO a WT samice podrobili testu na skopolaminem indukovanou
hyperlokomoci. Nase vysledky ukézaly, ze M, podtyp MR neni hlavnim podtypem MR zodpovédnym
za fizeni SCO indukované hyperlokomoce, nebot’ jsme u MyKO samic pozorovali vyrazngjsi zvyseni
pohybové aktivity po aplikaci SCO, tento ucinek ovSem nebyl statisticky vyznamny v porovnani s WT
mySmi.

Zvysena pohybova aktivita u My;KO mysi byla pfisouzena zménéné striatalni aktivité a
dysregulovanému dopaminergnimu tonu (Gomeza et al., 1999a). MyKO mysi maji zvySenou bazalni
hladinu dopaminu v NAc (Zhang et al., 2002a) a zaroven zvySenou bazalni hladinu ACh ve stfednim
mozku (Tzavara et al., 2004). Hyperdopaminergie u M;KO mysi byla pfipsana nadmérné stimulaci
cholinergnich receptorti ve stiednim mozku, které reguluji dopaminergni funkci. Kromé toho byla
zvySena dopaminergni signalizace pozorovana u MyKO mysi jako disledek ztraty My MR ve striatu
(Tzavara et al., 2004). Ve striatu jsou M4 MR kolokalizovany spolu s D; dopaminovymi receptory na
GABAergnich MSN. Na molekuldrni trovni My MR inhibuji produkci cAMP, ktera je stimulovana D,
receptory. D;-M4KO my$i maji zvySené uvoliiovani DA v NAc jak za bazalnich podminek, tak i po
aplikaci amfetaminu (Jeon et al., 2010). V souladu s pfedchozimi pracemi, stimulace pohybov¢ aktivity
kokainem byla vyrazné&jsi u M4KO samic. ZvySeny ucinek kokainu na pohybovou aktivitu u M;KO
samic byl v porovnani s WT samicemi pozorovan ovSem jen v prubéhu testovani v inaktivni fazi dne (o
48% narist v porovnani s WT). Tyto vysledky tudiz naznacuji, Ze v prub¢hu aktivni faze dne nebyl
kokain schopen zesilit neuronalni systém zapojeny v fizeni pohybové aktivity tak ucinn€, jak tomu bylo
v prabéhu inaktivni faze dne.

Zmény exprese mRNA a aktivita cholinesteraiz u CRH KO a WT zpiisobena
imobilizacnim stresem

U CRH KO a WT mysi jsme testovali hypotézu, ze akutni stres je schopen modulovat aktivitu
AChE a BChE a expresi mRNA cholinesteraz v mozku, pficemz jsou tyto zmény zavislé na zvyseni
hladiny kortikosteronu. Abychom otestovali u¢inek glukokortikoid, pouzili jsme CRH KO mysi, které
se vyznacuji nezménénou bazalni hladinou kortikosteronu, nejsou vsak schopny zvysit hladinu
kortikosteronu pii odpovédi na stres. Imobilizacni stres snizil expresi mRNA BChE a AChER v pravé
AMY. Exprese mRNA AChE byla zvysena v levém striatu. Aktivita AChE byla zvySena v levém striatu

a snizena v pravé PFC po opakované imobilizaci. Aktivita BChE byla sniZzena po akutnim
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tiicetiminutovém stresu v pravé hipokampalni oblasti CA3, naproti tomu byla po 120 minut trvajici
imobilizaci zvySena v levé oblasti CA3. Zmény v aktivité a expresi mRNA cholinesteraz vlivem stresu
se liSily mezi CRH KO a WT mySmi, coz potvrdilo nasi hypotézu, Zze cholinesterdzy jsou ovlivnény
stresem a tento ucinek je z urcité Casti zprosttedkovan kortikosteronem.

V piedchozich pracich byl vliv stresu na aktivitu a expresi cholinesterdz studovan pouze v
oblastech kury, hipokampu a mozecku, kde byly jako stresory pouzity plavani, chladovy stres, nebo
omezeni na pohybu (tzv. ,restraint stress”). V ptedlozené praci jsme uskutecnili detailnéj$i analyzu a
zaméfili jsme se rovnéz na rozdily mezi pravou a levou mozkovou hemisférou. Analyzovali jsme zmény
ve FCx, PCx, Nbm, VTA, STR, AMY, hipokampalni oblasti CA3 a DG. Imobiliza¢ni stres vedl k
oblastné specifickym zménam v aktivité a expresi AChE a BChE, pticemz byly tyto zmény zavislé i na
délce trvani imobilizace. Chybéni glukokortikoidii u CRH KO mysi v pribéhu odpovédi na stres vedlo
ke statisticky vyznamnym zménam v aktivité a expresi t€chto enzymi. Vysledky prace Kauferovej a
kol. (Kaufer et al., 1998) a Perriera a kol. (Perrier et al., 2005) jsou odli$né. Perrier a kol. pozorovali
nartist v AChEg mRNA po ,restraint stresu” trvajicim 30 minut, nepotvrdili ov§em pfedchozi vysledky
pozorované v praci Kauferové a Meshorera (Kaufer et al., 1998; Meshorer et al., 2002) v nartistu exprese
mRNA AChEg v kiife a hipokampu poté, co mysi vystavili stresu v podob¢ plavani (Kaufer et al., 1998).
Jak chronicky chladovy stres (opakovan¢ po dobu sedmi dni pii 4°C), tak i akutni chladovy stres v
kombinaci s imobilizaci zpusobil pokles aktivity AChE v kife, hypotalamu, adenohypofyze a
nadledvinkach (Gabriel and Soliman, 1983). Ve zminované praci autoii dale pred stanovenim aktivity
AChHE aplikovali zvitatim kortikosteron, coz vedlo k poklesu aktivity AChE v klfe, hypotalamu a
nadledvinach. U zvifat po adrenalektomii nezplisobil akutni stres zmény v aktivit¢ AChE v klfe ani
hypotalamu. Autofi této studie proto predpokladali, ze kortikosteron mtize zprostiedkovat ti€inek stresu
na aktivitu AChE (Gabriel and Soliman, 1983). V nasi praci jsme pouzili imobilizacni stres, ktery je
siln€j$im stresorem neZ ,restraint stress”, pii kterém maji mySi omezeny pohyb a jsou zavieny ve
stisnéné komirce ¢i krabici (Buynitsky and Mostofsky, 2009). Zmény v aktivité¢ a expresi mRNA
cholinesterdz byly analyzovany tii hodiny po imobilizaci, kdy byly pozorovany nejvétsi zmény aktivity
v mozkoveé kiie (Kaufer et al., 1998). Na rozdil od Kaufera a kol. jsme v nasi praci nepozorovali nartst
v aktivit¢ AChE v ktite WT mysi, ale ptiblizn¢ 20% nartst v aktivit¢ AChE byl pozorovéan v levém
STR. Aktivita a exprese AChE v hipokampalnich oblastech CA3 a DG byla beze zmén, v CA3 oblasti
jsme pozorovali zmény v aktivit¢ BChE, ktera byla vlivem stresu snizena u WT (po 30 minutach a
chronickém stresu) i u CRH KO mysi (po 120 minutach a chronickém stresu).

Zmény v expresi jednotlivych variant AChE mohou byt zplsobeny riznymi okolnostmi. V
predchozich pracich byly pozorovany zmény v nardstu synaptické N-terminalni AChEr varianty, ktera
mize vyustit v apoptdzu bunék a ovlivnit tak neurony v mozku po akutnim stresu (Toiber et al., 2009)
nebo zmény v AChEy varianté u pacientti s Alzheimerovou chorobou (Berson et al., 2008). Kromé toho,

epigenetické faktory jsou schopny ovlivnit promotéra AChE za stresovych podminek (Sailaja et al.,
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2012), coz podporuje hypotézu, ze zmeény chromatinu podporuji dlouhotrvajici zmény neuronalni
genové exprese a cholinergni neurotransmise v hipokampu.

Novym pozorovanim v na$i praci byly zmény v aktivit¢ BChE, ktera byla ucinkem stresu
zménéna v hipokampalni oblasti CA3. U WT mysi byla v pravé CA3 aktivita snizena po 30 minutach
imobilizace, po 120 minutové imobilizaci byla beze zmén a po chronické imobilizaci jsme v aktivité
BChE rovnéz pozorovali pokles. Na rozdil od pravé hemisféry nedoslo v levé CA3 vlivem 30 minutové
a chronické imobilizace ke zménam v aktivité¢ BChE, ale po 120 minutach imobilizace jsme pozorovali
nartst aktivity. U CRH KO mysi nedochéazelo v pravé CA3 vlivem 30 minutového stresu ke zménam v
aktivité¢ BChE, ale po 120 minutovém a chronickém stresu aktivita BChE v porovnani s nestresovanymi
CRH KO mySmi poklesla. V levé CA3 jsme pozorovali pokles aktivity BChE pouze vlivem chronického
stresu. Vliv kortikosteronu na aktivitu BChE se tak zda byt selektivnim pouze pro levou oblast CA3 po
120 minut trvajicim stresu, nakolik u CRH KO mysi v této oblasti ke zménam v aktivité¢ BChE nedoslo.
Nase vysledky poprvé prokazali, ze kromé¢ AChE by mohla sehravat tlohu ve stresové odpovédi také
BChE. Role kortikosteronu v kontrole aktivity BChE a rozdily mezi pravou a levou hemisférou vsak
musi byt jesté prozkoumany.
oblasti transkripce (Meshorer et al., 2002). V piipadé BChE kodované jednim genem, ktera se nachazi
pouze ve formé¢ varianty BChEr (Lockridge, 2015), se GRE v genu nenachazi. Dale gen pro AChE
kromé GRE obsahuje i,,cAMP response element” (CRE) (Choi et al., 2001). Hladina cAMP je zvySena
v disledku aktivace adrenoreceptort katecholaminy (adrenalinem) v pribéhu prvotni faze odpovédi na
stres. Bylo prokazano, Ze signalizace prostfednictvim cAMP méla vliv na expresi AChE, ktera byla
aktivovédna u ptakl a potlacena u savct (Choi et al., 2001), coz by mohlo predstavovat odpovéd’ na
otdzku, pro¢ jsme v nasi praci pozorovali snizenou expresi mRNA a aktivitu AChE.

Nékolik praci popsalo zmény v aktivité¢ AChE vlivem stresu (Das et al., 2000; Fatransk4 et al.,
1989; Gabriel and Soliman, 1983; Kaufer et al., 1998; Meshorer et al., 2002; Perrier et al., 2005;
Romero-Vecchione et al., 1987), vysledky jsou ovSem rozdilné. V né€kterych pracich pozorovali pokles
a v jinych narist v aktivit¢ AChE vlivem stresu. Je proto komplikované stanovit jednotny zavér, jaky
vliv ma stres na aktivitu a expresi ChE. Stres zpiisobuje zmény v expresi mRNA a aktivité ChE, tyto
zmény zavisi na oblasti mozku a na délce plisobeni stresu, pficemz se stejné tak vyznamné liSi mezi
pravou a levou hemisférou. Kromé toho schopnost, jejiz ucelem je v organismu zvysit hladinu
kortikosteronu v prub&hu odpovédi na stres a ktera chybi u CRH KO mysi, vede k rozdilnym zménam
mezi WT a CRH KO mys$mi piedevsim v oblasti CA3.

ZvySend cholinergni kapacita u CHT-OXP mysi in vivo

U mys$i s nadmérnou expresi cholinového transportéru jsme in vivo prokazali, ze jejich
cholinergni synapse jsou schopny efektivnéji vychytavat jak endogenni, tak i exogenni cholin v
porovnani s WT mySmi. ZvySena kapacita CHT u CHT-OXP mysi navic vedla k dvojnasobnému

zvySeni bazalnich hladin ACh a cholinu méfenych pomoci in vivo mikrodialyzy v prefrontalni kite. Po
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zablokovani CHT dvéma rizné ucinkujicimi blokatory/modulatory HC-3 a ML352 a nasledné
evokovaném uvolnéni ACh pomoci a4p2* agonisty ABT-894 jsme pozorovali diametralné odliSny
ucinek na cholinové amplitudy u CHT-OXP a WT mysi. Naslednym otestovanim HC-3 a ML352
v pritomnosti exogenné aplikovaného cholinu jsme potvrdili, Ze ob¢ latky ucinkuji jako antagonisté
CHT u obou genotypti, coz se projevilo naristem maxima amplitudy cholinového signalu.

V prvotni studii s CHT-OXP mySmi bylo ex vivo na synaptozomech pfipravenych z kliry a
striata prokazano, ze zvysena exprese CHT vede k dvojndsobnému zvySeni kapacity vychytavani
cholinu v porovnani s WT mySmi, pfi¢emz afinita cholinu k CHT nebyla mezi genotypy zménéna
(Holmstrand et al., 2014). Cilem naseho prvniho experimentu bylo stanovit kapacitu CHT vychytdvat
cholin in vivou WT a CHT-OXP mysi. Analyza cholinové amplitudy a z ni vypoctend mira vychytavani
vychytavan dvakrat rychleji v porovnani s WT mySmi. Pfedchozi prace s pouzitim CHT HET mysi,
které maji snizenou kapacitu CHT za zvySenych narokii na neurondlni signalizaci prokazala opacny
ucinek, kdy u CHT HET mysi doslo ke zpomaleni vychytavani exogenné aplikovaného cholinu v T,
tém¢et trojnasobné (Parikh et al., 2013).

Abychom stanovili kapacitu CHT-OXP vychytavat endogenni cholin, vyvolali jsme uvoliiovani
ACh tlakovou aplikaci Uplného agonisty a4p2* nikotinovych receptord. V piedni kife uvoliuje
stimulace a4p2* nAChR ACh zejména skrze talamické glutamatergni drahy (Parikh et al., 2008; Sarter
etal., 2009; Parikh et al., 2010). Protoze a4p2* nAChR-agonistou evokované uvoliiovani ACh vyzaduje
aktivaci multisynaptickych drah, je pouziti tohoto agonisty fyziologicky vice relevantni ve srovnani s
pfimou depolarizaci pomoci KCIl. Tti testované davky ABT-894 zptsobily na davce zavislé zvySeni
maxim cholinovych amplitud u obou genotypii. U CHT-OXP mysi ovSem doslo ke sniZzeni maxim
amplitud endogenniho cholinu téméf trojnasobné ve srovnani s WT mySmi, coz bylo podle vSeho
zpusobeno veEtsi kapacitou CHT na cholinergnich synapsich a tudiZ mnohem rychlejs$im a efektivnéjsim
vychytavanim cholinu.

Interpretace vysledki i€¢inku ABT-894, které naznacuji zvySené vychytavani cholinu u CHT-
OXP mysi, stejn¢ jako vysledky ziskané z experiment vychytdvani exogenniho cholinu, by byla
nespravnd, pokud by divodem niz§ich namétenych cholinovych amplitud bylo snizené uvoliiovani ACh
u CHT-OXP mysi. Z tohoto diivodu jsme métili bazalni hladinu extracelularniho ACh a cholinu pomoci
in vivo mikrodialyzy u volné se pohybujicich CHT-OXP a WT mysi. Naméfené hladiny ACh a cholinu
CHT-OXP mysi byly bazalni hladiny kortikalniho ACh a cholinu dvojnasobné zvySeny v porovnani
s WT mySmi. In vivo mikrodialyzou jsme tak potvrdili vysledky naSich pfedchozich experimentt, ze
nadmérna exprese CHT vede k zesileni cholinergni signalizace zvySenim kapacity CHT vychytavat
endogenni cholin a ke zvy$eni uvolilovani endogenniho ACh.

Vysledky nasich studii u CHT-OXP mysi tak in vivo potvrdily duleZitou roli CHT v udrzovani

cholinergni signalizace. CHT tak ptedstavuje vyznamny farmakologicky cil, ktery mize zvySenim
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kapacity/afinity vést k posileni cholinergni neurotransmise pfi onemocnénich, u kterych je cholinergni
signalizace snizena jako u Alzheimerovy choroby a jinych neurodegenerativnich onemocnéni.
SniZend cholinergni kapacita u STs

V porovnani s GTs je kapacita cholinergnich neuronii udrzet zvysené hladiny cholinergni
neurotransmise u STs snizena. Abychom objasnili celuldrni mechanismy zodpovédné za zeslabenou
cholinergni kapacitu u STs, zaméfili jsme se v predloZzené praci na hlavni limitujici faktor v syntéze
ACh, tedy na cholinovy transportér. U STs byl transport cholinu prostednictvim CHT rezistentni viici
elektrické stimulaci BF. Stimulace BF rovnéz nezptsobila zvyseni denzity CHT v synaptické
plazmatické membrané. Tyto vysledky tak naznacily velmi dillezita omezeni v kapacité cholinergni
synapse prizptsobit se zvySené neurondlni aktivité¢ u STs.

Celkové mnozstvi proteinu CHT se v synaptozomech ptipravenych z kiry STs a GTs potkant
nelisilo. Na rozdil od celkového proteinu, bazalni hladiny CHT na membrané vezikul (LP2 frakce) byly
u nestimulovanych (sham) potkanti nizsi u STs, nez u GTs. Vétsina CHT je u GTs za bazalnich
podminek lokalizovana na vezikuldrni membrané (Ferguson et al., 2003; Parikh et al., 2013), zatimco
u STs vyznamné mnozstvi intracelularniho CHT se, jak se zda, mize nalézat i v jinych subcelularnich
kompartmetech, kterymi jsou napiiklad endozomy a mitochondrie. Z tohoto diivodu nebyla tato ¢ast
CHT detekovana metodou, kterou jsme pouzili k pfipravé LP2 frakci. Jinou moznou piic¢inou, kvili
které jsme nebyli schopni detekovat vétsi mnozstvi intracelularniho CHT u STs muize byt, skutecnost,
ze epitop pro pouzitou protilatku mohl byt maskovan posttransla¢nimi zménami spojenymi se zménénou
distribuci CHT. Cast CHT byla jako vysledek elektrické stimulace BF u STs pfemisténa z membrany
vezikul ve frakci LP2, av8ak tento pfesun neodrazel nartst denzity CHT ve frakci LP1, coz naznacuje,
ze CHT byl pfemistén do jinych intracelularnich kompartmentt, které nebyly spojeny s mobilizaci CHT
do plazmatick¢é membrany. Intracelularni CHT u STs mohl byt po stimulaci modifikovan (napf.
fosforylaci, nitrosylaci) a tudiz u¢inén nedostupnym pro pfemisténi do plazmatické membrany (Cuddy
etal., 2015; Gates et al., 2004; Ribeiro et al., 2005). Jelikoz byla denzita CHT na plazmatické membrané
za bazalnich podminek totozna u STs 1 GTs, pfedpokladame, Ze odlisnosti v subceluldrni distribuci CHT
pozorované u STs a neschopnost zvysit cholinovy transport po stimulaci BF odrazeji spise zmény v
distribuci nebo posttranslacni modifikace, mezi které patii degradace CHT.

Rovnéz neni doposud jasné, jestli existuje pfimé propojeni mezi orientaci STs na znameni v
prabéhu testu pozornosti a dysfunkci CHT na jedné stran€, nebo mezi motivaénim procesem a nému
podléhajici dopaminergni odpovédi v NAc na stran¢ druhé. Orientace pozornosti na znameni u STs
mize byt kritickym mechanismem, ktery vede k prvotnimu vyvoji tohoto ,,sign-tracking” fenotypu. Je
velice dulezité zodpoveédet otazku, zda subkapacita CHT pfispiva rovnéz k dopaminergni signalizaci v
NAc evokované podnétem, ktery zprostfedkovava preménu CS na motivacni magnet u STs (Flagel et
al., 2011). Interakce mezi aktivitou cholinergnich interneurontt v NAc a dopaminergni signalizaci neni
dodnes uspokojivé objasnéna (Collins et al., 2016; Crespo et al., 2006) a z toho divodu je naro¢né

predpovédet, jaky dopad by méla snizena kapacita CHT na tuto interakci. Zbyva proto zodpovedet
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otazku, jestli snizena kapacita CHT v NAc podporuje na znameni orientovanou dopaminergni
signalizaci u STs.

»dign-tracking” chovani je komplexnim psychologickym znakem spojenym s nachylnosti ke
vzniku zavislosti. Hlavnim charakteristickym znakem tohoto chovani je pravdépodobné poskozeni
motivacnich procest, které méni prvotné neutralni podnéty na podnéty, které jsou ladkavé a vyhledavané
(Robinson and Berridge, 2008; Robinson and Flagel, 2009; Saunders and Robinson, 2010). Vysledky
nasi prace ovSem naznacuji, Ze takova konceptualizace téchto znaki neni uplné kompletni. Orientace na
znameni v prubéhu udrzovani pozornosti je bud’ dal§im dilezitym komponentem, nebo dokonce
hlavnim faktorem pro ,sign-tracking” chovani, kterého hlavnim neurondlnim mechanismem je
pravdépodobné snizena kapacita CHT. Vzhledem k tomu, Ze snizena kontrola pozornosti v prubéhu
testll s navykovymi latkami je povazovana za klicové psychologické riziko pro rozvoj zavislosti (Field
and Cox, 2008), jak studie s hlodavci, tak i humanni studie zachytavajici znaky ,,sign-tracking” chovani
mohou byt velmi uzite¢né pti vyvoji novych terapii, které by byly schopny obnovit kapacitu cholinergni

aktivity a schopnosti kontrolovat chovani v pribéhu téchto testd.

Zavér

Neuromodulacni ucinek ACh je rozhodujicim faktorem pro normalni fungovani rGznych
mozkovych funkci. Je znadmo, Ze abnormality cholinergniho systému pfispivaji k mnozstvi
psychiatrickych a neurologickych onemocnéni. Regulace hladiny ACh na urovni jeho uvolhovani
prostfednictvim My muskarinovych receptorti, hydrolyzy cholinesterazami, vychytavani cholinovym
transportérem a opétovné syntézy tak predstavuje vyznamni farmakoterapeuticky cil.

V ptedlozené dizertacni praci jsme prokazali, ze My MR jsou zapojeny v kontrole pohybové
aktivity, pfi¢emz tento ucinek zavisi na pohlavi a aktivni resp. inaktivni fazi dne. M4JKO samice byly za
bazalnich podminek hyperaktivni jenom v priubéhu aktivni fazi dne. Vyfazeni genu pro podtyp My
muskarinovych receptort ma u My;KO samic za néasledek zvySeni rezistence vi€i oxotremorinem
indukované hypotermii a zesilenou hyperlokomoéni odpovéd’ na skopolamin a kokain. Uginek téchto
latek se lisi podle toho, v které fazi dne testy probihaji a je vyraznéj$i béhem inaktivni faze. V pribchu
behavioralnich a farmakologickych studii je proto velice dulezité, aby se bralo v uvahu i to, v které fazi
dne testy probihaji, protoze mysi su aktivni béhem tmavé fazi dne.

Aktivita a exprese cholinesterdz (AChE a BChE) v mozku je ovlivnéna stresem a modulovana
glukokortikoidy. U CRH-KO mysi dochazi vlivem akutniho a chronického imobiliza¢niho stresu ke
zménam v expresi a aktivit¢ AChE a BChE na riiznych urovnich a zavisi na lateralité.

U CHT-OXP mysi jsme in vivo prokazali jejich zvySenou schopnost vychytavat exogenni a
endogenni cholin. Navic jsme pomoci in vivo mikrodialyzy potvrdili nasi hypotézu, ze zvySeni exprese
CHT ma za nasledek zvyseni bazalni hladiny ACh a tudiZ vede k posileni cholinergni signalizace.

STs potkani maji v porovnani s GTs potkany snizenou kapacitu cholinergnich neuroni udrzet

zvySenou hladinu neurotransmise pii zvySenych narocich na cholinergni systém. U STs je CHT
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zprosttedkovany transport cholinu rezistentni vii¢i stimulaci BF. V souladu s timto vysledkem nevede

stimulace BF ke zvySeni denzity CHT v synaptické plazmatické membrané u STs.
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