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Novinky v oblasti vyzkumu

kognitivnich funkci
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i Metody studia uceni a paméti

= Behavioralni techniky — viz vyse
= Elektrofyziologie — in vitro

In vitro
In vivo
Chronické nahravani z pohyblivych zvirat

s Léze, funkeni l1éze, geneticke léze
= IEG Imaging

= Mikrodialyza

= Funkcni zobrazovani - fMRI, PET




Hipokampus — Mekka neurovédct

+

= Anterogradni amnézie po lézi hipokampu u
clovéka — Scoville a Milner, 1957

= Synapticka plasticita - LTP — Bliss a Lemo, 1973
= Prostorova pamet’ — Barnes, 1979; Morris, 1982

= Place cells — mistni neurony — O’Keefe a
Dostrovsky, 1971




Eletrofyziologie

= Multiple single unit recording
= Tetrody

= Klastrovani

roztridéni multijednotkového zaznamu na
jednotlive neurony

= Firing rate maps
zprimérovana aktivita

= [Ime series
— jednotlivé epizody — detailni casova infomace

= Neuronal ensembles
Mnoziny neuront ucastnici se téze reprezentace



i Hippocampal place cells




‘_L Headstages and rats
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i Tetrodes & microdrives




i Tetrodes & microdrives




i Multiunit recording

= VSechny 4 elektrody (12.5
- 25um) jedné tetrody
,Vvidi" stejné neurony, ale
kazda trochu jinak.

= Spiky z jednotlivych
neuront vytvari shluky
(clustery).

Szymusiak & Nitz, Curr Prot Neurosci 6.16, 2002
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Aktivitni mapy (Firing rate maps)
a zmeny v prostredi
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Remapping

Global remapaing

I
Al |8

! .. 1o Hz

Ceand 7
20 Hz

Cell 2
g Hz2

el 3
20 Hz

Calf 4
15 Hz

Call 5
12 Hz

Colgin et al., Trends Neurosci, 2008



Prospective and retrospective
coding
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CA1 a CA3 reaguiji odliéné na zmény

Leutgeb et al., Science, 2004 Lee et al., Nature, 2004
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Hafting et al., Nature, 20
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| é&zoveé studie

= Leze permanetni
Aspiracni
Chirurgické
Termokoagulacni
Excitotoxické
Selektivni neurotoxiny

= DocCasné inaktivace — funkcni léze

TTX a ostatni blokatory iontovych kanal(
AMPA antagonista CNQX

Agonisté inhibicni neurotransmise — muscimol

= Genetické manipulace



| é&zoveé studie

= Genetické manipulace

= Umoznuiji ,vypnuti" urcitého genu nebo
naopak vneseni genu ciziho.

= Dlsledkem muze byt inaktivace specifické
bunecné struktury nebo populace urciteho
bunécného typu
Knock-out a knock-down
Germline KO
Selective KO
Cre recombinase
Inducible KO
Tet-O system



i IEG imaging

= Nervova aktivita spousti expresi genll ¢asné
odpovédi (immediate-early genes — IEGS) v

neuronech
C-fos, zif268/erg/...., Narp, BDNF, Arc, Homerla

= RNA

= in situ hybridization
Radioaktivni
Fluorescencni - FISH

= qPCR
= Nothern blot

= Protein
= Immunohistochemistry
= Western blot



Immediate-early genes (IEGS)

Exprese IEGs Arc (zelené) a zif268 (Cerveng)
v CA1 neuronech v klidu (a) a 2 (b), 5 (¢),
15 (d), 30 (e) a 60 (f) min po MECS, g — s
RNazou; h — sense proba

>
R{zné druhy IEG
signalu: Arc
Intranuclear foci -
INF (a); Arc-
cytoplasmic (b);
double-positive Arc
signal (c); double
label Arc (zelené) a
ZIf268 (Cervene)(d)

Guzowski et al., 1999




= Inhibice exprese Arc infuzi

inku tez POSkOZUJe antisense
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Plath et al., 2006 Neuron



Cellular compartment analysis of
temporal activity by fluorescence
‘_L n 5/'tu hybridization - catFISH

caged
control |mmedlate A, delay

= Intranuklearni exprese Arc
..- (primarni RNA transkript) se
objevuji v jadrech neuront v
CA1l, CA3 a v kortexu
A3 .. okamzité po exploraci
prostredi A.
.-. Po 25 minutéch se Arc mRNA

objevuje v cytoplazme.

= Nizka exprese Arcv DG se
DG nemeni.
Guzowski et al., 1999, Nat Neurosci




catFISH ukazala specificitu IEG
i signalu ke zpracovavané informaci

Arc signal je

Intranuclear fod . Cytoplasmic % Double SpeC|f|Cky k
£ o ’ p +  behavioralnimu
= 45 T # ] .
E o kontextu: stejne
3% 30 neurony jsou
=5 aktivni ve steneém
25 18 prostredi A, ale
e odliSné populace
! 5
E 0 _ﬂ p p

caged A A, A/A A/B a,  JSOU aktivni v
immediate delay delay ) ’
ruznych

Behavioral group prOStFedI’Ch A/ B.

Guzowski et al., 1999, Nat Neurosci



Zpozdény vyskyt signalu z IEG
Homeria po MECS Arc__Homer 1a

V 4 V 4 N V' 4 d
= Intranukledrni signal Homeria “°°

se objevuje 30 minut po
indukujici stimulaci (MECS).

= Toto zpozdéni je dano pozici
proby na 3'UTR na primarnim
transcriptu (~40 kb od pocatku
transcripce) a omezené
elongacni rychlosti RNA
polymerazy II (~1.4kb/min).

= INF H1a se Casove shoduje s
cytoplasmatickym Arc. > 30°

Vazdarjanova et al., 2002, J Neurosci




Intranuklearni signaly Arca Homerla
mapuji aktivitu v rliznych casovych
i usecich

(ii) (i)

= Casovy odstup Homerla signalu
(zelené) je zachovan i po exploraci
noveho prostredi (open field).

asn b 50
= i3]
O Lo
E*u o 4
o
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T T
| =
= =
z 2
a1
@ a0 = 20
o =
= =
ah =13
= 10 = 10
i} " i I
mEAEEEE =

caged ' 8 16 25 3% caged @ & 18° 2§
Vazdarjanova et al., 2002, J Neurosci




Intranuklearni signal Homeria se
‘L prekryva s cytoplazmatickym Arc

ad .

E CA1 arceyto  m Intranuklearni signal
: | M Hia foci Homerla se objevuje ve
= [ Double . 7 .
3" stejnych neuronech jako
3" cytoplasmaticky Arc.
g vy oo e
- = To umoznuje modifikaci
gl e metody catFISH: aktivita
caz  C 7| parETAL | béhem prvni behavioralni

g

j = T epizody je detekovana

pomoci Homerila INF a
druha prostrednictvim

Arc INF.

I : : o 2 e : ' '
“““““““““““““““ Caged Expleration Vazdarjanova et al., 2002, J Neurosci

%o labeled of total neurons
s

|
i
| —
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‘L Arcl Homer1a catFISH

Homerl1a (zeleny INF)
znaci neurony aktivni

! behem prvni epizody
~25-30 min pred smrti
zvirete. Arc (Cerveny INF)
znaci neurony aktivni
béhem druhé epizody
bezprostredné pred
usmrcenim. Double-
pozitivni neurony byly
i aktivni behem obou
e CDiZ0d.

Vazdarjanova and Guzowski, 2004, J Neurosci



‘.L Zmeny v prostredi

= Zvifata byla vypusténa na 6 min

jednou v prostredi A, navracena do
svych kleci, a 20 min pozdé€ji podruhé
vypusteéna v tomtéz prostredi A, v
modifikovaném prostredi A" bud’ s

jinymi objekty Aobj, s jinym

usporadanim stejnych objektt Aconf, . u .
anebo s jinymi vzdalenymi orientacnimi u .
znackami Ab, anebo v UplIné jiném I | I

prostredi B. AR Ko i

= Kontrolni zvirata (caged controls - CC)

zOstala ve svych klecich po celou dobu. ||« @

Vazdarjanova and Guzowski, 2004, J Neurosci “A(B)" “B(B)"




CA1 a CA3 reaguiji odliSné na zmény
| v prostredi

I:] Intranuclear fod . Cytoplasmic % Double s v v 7 ry_7s
= Temer ty same neuronalni

ansambly (neural ensembles)
byly aktivni ve stejném
prostredi (A/A) v CAliv
CA3.
» Statisticky nezavislé skupiny
" byly aktivni v rliznych
delay prostredich (A/B) v CA3,
zatimco v CA1 nadale
EAT s pretrvavala jista podobnost
* " skupin.
= Pri mirnych zmeénach (A/A")
byla podobnost vyssi v CA3
nez v CAl.

(mean +s.e.)

Percent positive CAl neurons

10
i L el

caged A, A,
immediate delay

Arc+
Vazdarjanova and Guzowski, 2004, J Neurosci



Similarity Score

Neuronoveé sité v CA3 a CA1l
maji rdzné vlastnosti

Odpoved’ na zmenu v prostredi je v CA1 pozvolna a stupnovita, zatimco v

CA3 je vyrazné nelinearni a blizi se dvéma staviim bud’ totoznych aktivnich

neuronovych skupin, nebo skupin zcela jinych. To ukazuje na dynamickou
rovnovahu mezi separaci vzorcu (pattern separation) a doplnenim vzorcu
(pattern completion) v CA3, ale ne v CALl.
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Kolik aktivity je treba ke spustéeni
‘L exprese Arc?

—_—

= Track maze (drahové
bludisté) — v kazdém kole

projde potkan kazdym TRACK

mistem trasy pravé ‘

jednou. START
——  123em — ——*

. Je aktIVIta SpOjena S b- = a lap around the track
]edInOU na,V§téV0u m|,St Groups: |Da:.r1| |Day2| |Da1,r3| |Da;r4|
podel tevto,drahy e 1L-1D ]?SE
dostatecna ke spusteni woo (il
exprese Arc? e

= Posili opakovani tuto wo 0 .Us y
expresi? - | [ e

P 1L-1D JJJJ Um mu IHJJJ‘

Miyashita et al., 2009, J Neurosci



Jedinecna zkusenost staci ke
spusteni exprese Arc v hipokampu

CA3, 4L-4D

= Uplné skupiny
CA3 neurontl
exprimuji Arc uz
po prvnim kole.

= Jedno kolo
spustilo expresi

CA1, 4L-4D

Arctaké v CAl,
ale dalsi kola
rozsirila skupinu
aktivnich CAL =iy IR e A
neurond. - 7" . ;

= Arcmize byt ., o w = w sy S
soucasti St =g &
molekularni £, ia ) et
kaskady od $o e - « 3%
neuronalni * "*_E —% ]
akt|V|ty k pamet|. o Z i. Y r=0.5, pv_ﬂl.E‘Ir z P = 0.461, 0% 0.0001

. . . 4 6 8 101214 16 18 DZ -1 ﬁ- 81012141513
Miyashita et al., 2009, J Neurosci Number of Laps Number of Laps



III

Staci “place cell” aktivita sama o

sobé ke spusténi exprese Arc?

CA3, TETRA-TRACK

SECA3 VEH-TRACK

= Inaktivace medialniho
septa (MS) narusuje
uceni a plasticitu v
hipokampu, ale
prostorove specificka
aktivita v CAl je
zachovana.

= Inaktivace MS zcela
eliminovala
behavioralné
indukovanou expresi

Arcv hipokampu.
Miyashita et al., 2009, J Neurosci

] #- TRACK cC TRACH



Exprese Arcv hipokampu se
muUze podilet na konsolidaci
i epizodické paméti

» Jednorazova zkusenost je dostatecna ke
spusteni IEG exprese v hipokampu.

= Tato exprese souvisi se synaptickou
plasticitou a ucenim, spise nez s pouhou
neuronalni aktivitou.

= Tato exprese mlze byt zakladem konsolidace
jednorazove pameti v hipokampu.

» Jednorazovost je doménou CA3, zatimco
uceni v CA1 pokracCuje béhem opakovani.



