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Abstrakt

Uzkostné chovani a s nim spojené averzivni uéeni umoZiiuje organismiim rozpoznavat nebezpeéné
podnéty a situace a uc¢inn€ na n¢ reagovat pomoci obrannych mechanismi. Jakkoli je toto chovani
vyznamné pro preziti organismil, jeho poruchy mohou mit za nasledek psychickd onemocnéni véetné
uzkostnych a posttraumatickych stresovych poruch. Jednou z oblasti mozku, které se zasadnim
zpiisobem podileji na fizeni averzivniho uceni a chovani, je prefrontalni ktira. Ta je modulovana
acetylcholinem a nikotinovymi acetylcholinovymi receptory, které se v prefrontalni kiife hojné nachazeji
a byly identifikovany jako potencialni terapeuticky cil pro 1é¢bu uzkostnych poruch. Cilem této prace je
shrnout dostupné poznatky o tlloze nikotinovych receptorti exprimovanych v prefrontalni ke pii fizeni
fyziologického Uzkostného chovani a zhodnotit jejich potencialni vyznam pro 1écbu tzkostnych a

stresovych poruch.

Kli¢ova slova: acetylcholin, nikotinové receptory, prefrontalni kira, Gizkostné poruchy, averzivni

chovani

Abstract

Anxiety-like behaviour and the associated learning enable organism to recognize dangerous stimuli and
situations responding effectively through defensive mechanism. While this behaviour is crucial for the
survival of organism its disruptions can result in psychological disorders, including anxiety and post-
traumatic stress disorders. One area of the brain that significantly contributes to the regulation of fear
learning and behaviour is the prefrontal cortex. Modulated by acetylcholine, the nicotinic acetylcholine
receptors abundant in the prefrontal cortex have been identified as a potential therapeutic target for the
treatment of anxiety disorders. The aim of this work is to summarise the available knowledge about the
role of nicotinic receptors expressed in the prefrontal cortex in governing physiological fear and anxiety-

like behaviour and to assess their potential significance for the treatment of anxiety and stress disorders.
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1 Uvod

Nikotinové acetylcholinové receptory, ligandem ovladané iontové kanaly, se nachazeji
jak v centralnim, tak v perifernim nervovém systému a hraji kliCovou roli v regulaci neuronalni aktivity
a neurotransmise. Jejich modulace ovlivituje Sirokou skalu fyziologickych a behavioralnich procesu,
vcetné synaptické plasticity, motorickych funkci, pozornosti, uceni a paméti (Picciotto et al., 2001).
Dysfunkce nikotinovych acetylcholinovych receptort, at’ uz na urovni mutaci jednotlivych podjednotek,
ze kterych se receptory skladaji, nebo v regulaci jejich exprese, je spojovana s patofyziologii fady
neurologickych onemocnéni, jako jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, epilepsie a dalsi.
Zaroven se nikotinové acetylcholinové receptory podileji na rozvoji psychiatrickych poruch, véetné

schizofrenie, deprese a uzkostnych poruch (Terry et al., 2023).

Oblast prefrontalni kiiry mozku piedstavuje komplexni oblast, ktera integruje rizné dalkové
excitaéni vstupy a vysild rozmanité vystupy do mnoha dalSich mozkovych oblasti. Tyto vstupni
a vystupni drahy tvofi sloZitou sit’ propojenou okruhem, ve kterém dochazi ke vzajemné komunikaci
excitacnich a inhibi¢nich neuront fidici se specifickymi pravidly (Anastasiades et al., 2021). Oblasti
prefrontalni kiry hraji kli¢ovou roli v regulaci emoci a chovani, a proto jsou idealni pro studium
tizkostného a averzivniho chovani, v&etnd jejich bunéénych a nervovych mechanismi. Uzkostné
poruchy, které patii mezi nejcastéjsi psychické poruchy, se uzce propojuji s averzivnim chovanim
a ucenim podminovanim strachu. Pro studium téchto komplexnich fenoménti se v experimentalni praxi
be&zné pouzivaji rizné zvifeci modely, jejichZ tzkostné a averzivni chovani se testuje v rozmanitych
testech, napfiklad testu vyvysené¢ho bludisté a testu chovani v otevieném poli nebo, podminovani

strachu na zakladé¢ elektrickych impulza.

V této bakalafské praci se zaméfim na nikotinové acetylcholinové receptory exprimované
v prefrontalni klife a na jejich roli, jakou hraji v kontextu uzkostného a averzivniho chovani. Nejprve
popisi strukturu a funkci nikotinovych receptorii, expresi nikotinovych receptord v prefrontalni ktite
a nasledn¢ popisi jejich funkci ve fyziologickych procesech i v patologickych stavech, které se tykaji

projevu averzivniho a uzkostného chovani u hlodavc¢ich laboratornich modelt.



2 Nikotinové acetylcholinové receptory

2.1 Struktura nikotinového receptoru

Molekulu acetylcholinu (ACh) fadime mezi neurotransmitery. Plsobi jak na centralni nervovy
systém, tak i na periferni nervovy systém prostiednictvim dvou odlisnych typt receptord: muskarinové
(mAChR) a nikotinové (nAChR) acetylcholinové receptory (Gotti & Clementi, 2004). Rozli§ujeme pét
podtyptt mAChR oznadovanych jako M1 — M5. Radime je do nadrodiny receptorii spfazenych s G-
proteiny (tzv. GPCR receptory) a jako takové se ucastni pomalé metabolické odpovédi u neuronti
a efektorovych organd, jako jsou srdce, hladk4 svalovina ¢i Zlazy (Grando et al., 1995; Wessler &
Kirkpatrick, 2008). Na druhou stranu nAChR jsou ligandem fizené iontové kanaly,
které zprostredkovavaji rychly synapticky pfenos neurotransmiteru ACh (Jensen et al., 2005). Hlavni

odlisnosti obou typi receptord je jejich strukturni usporadani.

V mozku savcl se vyskytuje znacna variabilita nAChR, kterd je dana kombinaci riznych
nikotinovych podjednotek. Existuje celkem 174 rtiznych podjednotek: al — alO, f1 — B4, v, d a &,
avsak v neuronech se nachazeji pouze 02 — a10 a 2 — 4 (Dani & Bertrand, 2007; Millar & Gotti, 2009).
Tyto podjednotky se sestavuji kolem centralniho hydrofilniho poru, ¢imz vytvari funkéni receptorovy
komplex (Morales-Perez et al., 2016; Wittenberg et al., 2020). Podjednotky, které formuji nAChR
v nervovém systému, mohou utvotit homopentamer (slozeny pouze z identickych podjednotek) nebo
heteropentamer (sloZzeny minimalné zjedné o a jedné B podjednotky). Tyto receptorové podtypy
vznikaji kombinaci omezeného pocétu podjednotek a mohou tak vytvaret rozsahly, ale stale omezeny
pocet odlisnych variant pentamerickych receptorovych podtypt (Albuquerque et al., 2009). Kazdy
znich se vyznacuje unikdtnimi farmakologickymi, fyziologickymi, klinickymi a distribu¢nimi
vlastnostmi v zavislosti na konkrétni oblasti mozku a nervovych ganglii (Gotti & Clementi, 2004).

Konkrétni podjednotky nAChR budou probirany v nasledujici kapitole.

nAChR fadime do nadrodiny ligandem fizenych iontovych kanali, znamych jako Cys-loop
receptory (Kao & Karlin, 1986). Kazda podjednotka nAChR je dlouha 500 - 600 aminokyselinovych
zbytkli a mtze byt rozd€lena do tfech oblasti: extraceluldrni N-terminalni doména, ktera nese vazebna
mista pro agonisty, 4 transmembranové a Sroubovice (M1-M4), které tvoii hydrofilni pér pro transport
ionty, a intracelularni domény, ktera piispiva k vodivosti iontl (Gotti & Clementi, 2004; Sargent, 1993).
Intracelularni doména se také miize podilet na aktivaci metabotropnich signaliza¢nich drah (Graur et al.,
2023). Vazebné misto agonisty na receptor je tvoreno hydrofilni ,kapsou®, ktera je formovana
na rozhrani extracelularnich domén mezi sousednimi podjednotkami (Albuquerque et al., 2009), a je
tvofeno Sesti vzajemné nepropojenymi oblastmi (smyckami A—F) (Brejc et al., 2001). Kazdé vazebné
misto se sklada z hlavni nebo téZ ,pozitivni“ strany tvofené smyckami A—C o podjednotkou
a komplementarni nebo t€Z negativni strany slozené ze zbyvajicich smycek D—F sousedni podjednotky,

kterou poskytuje a nebo § podjednotka (Brejc et al., 2001).



Nikotinové receptory, stejné¢ jako vétSina ligandem fizenych iontovych kanalti, mohou
existovat ve vice konformacnich stavech (Obrazek 1): uzaviené (resting state) a schopné byt aktivovany
ligandem, oteviené (activated) a propustné pro malé kationty, nebo desenzitizované, znecitlivéné
a uzaviené (desenzititation), neschopné byt tak aktivovany ligandem. Jakmile se molekula ACh nebo
jiného agonisty navaze na receptor, iontovy kanal se otevie a je kratce stabilizovany v této konformaci.
Tento stav umoziuje tok iontld (Ca2+, Nat, K+) do intracelularniho prostoru, dochazi k posunu
membranového potencidlu smérem k 0 mV a obvykle se depolarizuje membrana. Nasledné se kanal bud’
vrati do klidového stavu (uzavieny a schopny byt aktivovan), nebo vstoupi do desenzitizovaného stavu,
ve kterém nemize byt aktivovan ACh ani jinymi agonisty (Wittenberg et al., 2020). Vazba ligandd
na receptory na orthosterickém vazebném misté nebo na kterémkoli z alosterickych mist mize ovlivnit

rovnovahu mezi riznymi konformaénimi stavy receptorti (Gotti & Clementi, 2004).
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Obrazek 1: Znazornéni tri hlavnich funkcnich stavii nAChR. V klidovem stavu nejsou ACh
vazebna mista obsazena a kandl je uzavieny a nevodivy pro kationty. V otevifeném, aktivovaném stavu
Jje iontovy kandl otevieny a je propustny pro malé kationty. V desenzitizovaném stavu jsou ACh vazebna

mista (obvykle) obsazena, ale kandl je uzavieny a nevodivy. Prevzato a upraveno podle (Wittenberg et

al., 2020).

2.2 Nikotinové podjednotky

Rozmanitost nAChR je jedna z klicovych vlastnosti, diky které je dana funkéni specializace
prislusnych receptorti. Dnes u nervovych nAChR rozliSujeme celkem 8 o podjednotek, (konkrétné a2,
a3, a4, a5, a6, a7, 09 a al0) a 3 B podjednotky (B2, B3, p4) u savci (Albuquerque et al., 2009).
Podjednotka a8 byla nalezena pouze v ptaci tkani, v savéi nikoliv (Dani & Bertrand, 2007; Sargent,

1993). Mezi Sirokou $kalou moznych kombinaci podtypti nAChR v mozku jsou nejcastéji pfitomné



homomerni receptory typu a7 a heteromerni receptory obsahujici podjednotky a4 a 2, prestoze se jejich
exprese v jednotlivych oblastech mozku 1i8i u riiznych druhii obratloveil (Gotti et al., 2006; Han et al.,
2000). Oproti tomu jsou a3 a B4 prevladajicimi podjednotkami na periferii (Paterson & Nordberg, 2000).
Zadna podjednotka neni zcela symetrické, proto umisténi riznych podjednotek v riznych pozicich v
rdmci pentamerického komplexu mutze vést k Siroké Skale podtyptit nAChR, kazdy s potencialné

odlisnymi rolemi jako je propustnost iontt a desenzitizace (Wittenberg et al., 2020).

Heteromerni receptory obsahujici a4 a 2 podjednotku

4

nebo které jsou tvofeny podjednotkami a7 (Poorthuis et al., 2013). Zatimco oba typy o4p2*
(* oznacuje ptfitomnost potencidlné dalsi podjednotky) a a7 nAChR jsou bézné rozsiteny po celém
mozku (a vykazuji prekryvajici se regionalni expresi), nejvyssi hustota a4p2* nAChR se nachézi
v oblasti thalamu a o néco nizsi exprese také v hipokampu (Picciotto et al., 2001; Terry et al., 2023).
Sestaveni do finalniho stechiometrického uspotadani byva nejcastéji nasledovné; (04)(f2)s nebo
(a4)3(B2)2 (Zhou et al., 2003). Nikotinové receptory, véetné nAChR slozeného z a4 a f2 podjednotek,
moduluji uvolnovani dalSich neurotransmiter®i, jako je noradrenalin, glutamat, GABA a dopamin

(Nashmi & Lester, 2006).

Receptory, které obsahuji podjednotku B2, vykazuji vysokou afinitu k nikotinu a desenzitizuji
jiz pti nizkych koncentracich nikotinu (Lindstrom, 2000). V kontrastu s tim jsou homomerni receptory
obsahujici podjednotku o7, které vykazuji rychlou aktivaci a desenzitiza¢ni kinetiku az pfi vysSich
koncentracich nikotinu, jelikoz maji niz$i afinitu k nikotinu (Nelson et al., 2003). V nékterych oblastech
mozku se na tvorbé nAChR s vysokou afinitou podileji kromé a4 a B2 také dalsi podjednotky.
V bazalnich gangliich, v€etn¢ ventralni tegmentalni oblasti (VTA) a substantia nigra, jsou a6 a ptipadné
B3 nikotinové podjednotky zahrnuty do a4f2 nAChR komplexii, coZ mé za nésledek vytvorfeni vysoce

afinitnich receptorti (Albuquerque et al., 2009).

Také diky svému rozsiteni v mnoha mozkovych oblastech se 042 nAChR podileji na fizeni
celé fady funkci a nervovych procesi. Pfikladem je ovlivnéni dopaminergniho systému, ktery je kriticky
pfi chovani ¢i uceni zavislém na odméng. Tento systém je také podstatou mechanismu, kdy podani
nikotinu vede k pfijemnym pocitim, odméné a posléze zavislosti (Di Chiara & Imperato, 1988;
Wittenberg et al., 2020). Prave signalizace f2* nAChR mize u lidi stimulovat uvoliovani dopaminu
ve ventralnim striatu, kde se nachazeji vybézky VTA, oblasti klicové pro uvolnéni dopaminu
a mechanismy odmény (Jensen et al., 2005). Vyznam B2 podjednotky pro kognitivni funkce byl dale
podpofen vyzkumem na mysich modelech. U starnoucich mysi postradajicich 2 podjednotku nAChR
byly pozorovany specifické zmény napiiklad v kortikalnich oblastech nebo ztraty pyramidovych
neurontt v hipokampalnich oblastech. Ve srovnani s dospélymi zvifaty zde doSlo ke zhorSeni

prostorového uceni, které poukazuje na vyznam nAChR obsahujicich B2 podjednotku v souvislosti



s kognitivnimi vlastnosti béhem starnuti (Zoli et al., 1999). Velmi podrobné byla popsana souvislost
mezi neurodegeneraci u Alzheimerovy choroby a snizenou expresi nAChR obsahujici podjednotky
04p2* v mozku pacientti (Burghaus et al., 2000). Vyznam této podjednotky byl popsén i u mnoha dalSich
onemocnéni, véetn¢ Parkinsonovy choroby, schizofrenie, deprese nebo tzkosti (Terry et al., 2023).
Téma schizofrenie a dalSich neuropsychiatrickych a neuropsychologickych poruch bude pfiblizeno

v kapitole vénujici se tématu klinickych onemocnéni v souvislosti s nAChR.
Receptory obsahujici a3 a p4 podjednotku

Podjednotky a3 nAChR jsou husté exprimovany v neuronech medialni habenuly (MHD),
které vysilaji projekce témét vyhradné do interpedunkularniho jadra (IPn) (Yeh et al., 2001).
Podjednotky a3p4* nAChR, vyskytujici se na periferii, se jevi jako heterogenni populace a3p4, a3p4a5,
a3B2p4 a a3p2p4aS podtypt, kdy a3p4a5 je hlavnim podtypem nAChR (Conroy & Berg, 1995; Gotti
& Clementi, 2004). Podjednotky a3 a B4 jsou nezbytné pro spravnou funkci ganglii, na druhou stranu
podjednotka B2 mlze kompenzovat ztratu podjednotky B4 (Picciotto et al., 2001). Ve studii (Elayouby
et al., 2021) za pouziti metody RNA interference (siRNA) bylo zjisténo, ze knockdown a3 nAChR
podjednotky exprimované v MHb nebo IPn, vede ke zvyseni piijmu nikotinu u potkanti. Podjednotky
a3p4 nAChR tak hraji vyznamnou roli v regulaci stimula¢nich G¢inkti nikotinu v okruhu MHb-IPn.
V autonomnich gangliich pfevazujici podjednotky a3 a P4 vykazuji vysoky stupen kolokalizace
s podjednotkami a5 a B2 (Sheffield et al., 2000). Alelicka variace v genovém klastru CHRNAS-
CHRNA3-CHRNB4 kodujicim podjednotky a5, a3 a P4, ktery je u ¢loveéka lokalizovan v oblasti
chromozomu 15q25, zvySuje riziko zavislosti na tabaku a onemocnéni souvisejicich s koufenim
(Berrettini et al., 2008). Proto miiZze sniZenad neurotransmise zprostfedkovana zménami v a3* nAChR
v okruhu MHb—IPn u jedinct, ktefi jsou nositeli rizikovych alel pro gen CHRNA 3, ptispivat ke zvySené
spotfebé tabdku a vys$$imu vyskytu nemoci souvisejicich s koufenim. Gen CHRNA3 je povazovan

za jeden z dilezitych kandidatnich genti nachylnosti k rakovin€ plic (Amos et al., 2008).
Homomerni receptory obsahujici a7 podjednotku

Jak jiz bylo feCeno vySe, mezi nejvice rozsifené typy nAChR v savéim mozku se fadi o7
nAChR, ktery je vysoce vodivy pro Ca2+, a heteromerni 042 nAChR, ktery se vyznacuje vazebnym
mistem s vysokou afinitou pro nikotin (Sinclair & Kabbani, 2023; Wada et al., 1989). Podjednotka a7
je exprimovana ve vétSin€ ¢asti mozku, s obzvlaste vysokymi hladinami v hipokampu a kortexu a velmi
nizkou nebo zadnou expresi v thalamickych jadrech (Dominguez del Toro et al., 1994). V kontrastu
s heteromernimi receptory, které maji nanomolarni afinitu k ACh, homopentamerni receptory maji
afinitu k ACh na mikromolarni urovni (Gotti & Clementi, 2004). Receptory slozené z a7 podjednotek
maji vysokou propustnost pro Ca2+ (Suzuki et al., 2006). V disledku toho mtze otevieni a7 nAChR
kanalti ovlivnit mnoho mechanismt zavislych na Ca2+, véetné aktivace drah druhych poslu, jako je

cAMP nebo inositol trifosfat (IP3), ktery aktivuje uvolnéni intracelularniho vapniku



z endoplazmatického retikula (King & Kabbani, 2016; Sinclair & Kabbani, 2023). V astrocytech
hipokampalni oblasti dochézi diky stimulaci a7 nAChR k vyraznému zvySeni hladiny vapniku, a tato
odpovéd’ je uspésne blokovana jedem a-bungarotoxinem (aBgtx), ktery blokuje a7 nAChR (Sharma &
Vijayaraghavan, 2001).

V programech vyvoje 1é¢iv pro neuropsychiatrické poruchy se heteromerni 042 a homomerni
a7 staly nejcastéji cilenymi podtypy nAChR — diivodem je jejich dominantni zastoupeni v mozku savci.
nAChR obsahujici podjednotku a7 (Obrazek 2) byly spojovany s kognitivnim deficitem u pacientd
trpicich schizofrenii a Alzheimerovou chorobou (Terry et al., 2023). Druhym vyznamnym novym
smérem pro rozvoj terapie na bazi podjednotky a7 je 1écba zanétlivych onemocnéni a bolesti (Wang et

al., 2003).
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Obrdazek 2: Schematické znazornéni mysiho mozku se zamérenim na nAChR. Je zde popsdana
distribuce jednotlivych podjednotek a jejich souvislost s neurologickymi a neuropsychiatrickymi

poruchami. Prevzato a upraveno podle (Jensen et al., 2005).

Receptory obsahujici a6 a 3 podjednotku

nAChR obsahujici podjednotku a6 nebo B3 se nachazeji predevsim v bazalnich gangliich
a podjednotka a6 se také exprimuje v mozecku. Obé podjednotky jsou velmi Casto kolokalizovany
a presentovany v optické draze, locus coerulus a mesostriatalni dopaminové draze (Gotti & Clementi,
2004). Distribucni restrikce se dotykaji a6 i B3 podjednotky, které jsou zvelké Casti pfitomné
na katecholaminergnich neuronech (Zoli et al., 2002). Podjednotky a6 a B3 se pravdépodobné spojuji
s podjednotkami 042, aby vytvofily funkéni nAChR (Kuryatov et al., 2000).



Receptory obsahujici o5 a o2 podjednotku

Podjednotka a5 nAChR neni v mozku rovnomérné rozmisténa. Nejhust$i exprese oS
se podobné jako u receptoru a3p4 nachazi ve specifické draze nazvané MHb-1Pn, spolu s hlubsimi
vrstvami ktiry mozkové a v hipokampu (Fowler et al., 2011). Podjednotky a5 (a a10) nAChR nevazou
agonisty navzdory jejich definici jako o podjednotky. Kli¢ova mista potfebna pro vazbu agonistli nejsou
v téchto a podjednotkach konzervovana (Albuquerque et al., 2009) a jsou proto oznacovany jako
akcesorni podjednotky. V autonomnim nervovém systému se a5 podjednotka nAChR spojuje
s podjednotkami a3 a 4 (viz vyse). V centralnim nervovém systému se tato podjednotka naopak spojuje
témef vyhradné s podjednotkami a4 a B2 (Ramirez-Latorre et al., 1996). Tato specificka spojeni a5
podjednotky s jinymi podjednotkami nAChR hraji nejen diilezitou roli v regulaci funkce samotného
receptoru, ale také v zavislosti na nikotinu. Genetické studie poukazuji na roli podjednotek a3, a5 a a4,
které jsou kodovany v genovém klastru CHRNA3-CHRNB5-CHRNA4 v regulaci riznych aspekti
uzivani tabaku (Tobacco and Genetics Consortium 2010; Koukouli et al., 2017). Podobné jako u dalsich
podjednotek byla i u podjednotky a5 provedena genovd manipulace. Jak trvaly knockout (KO)
podjednotky a5 nAChR u mysi, tak i snizend exprese (knockdown) genu a5 nAChR u potkant, vedly
pii vyssich davkach nikotinu ke zvyseni jeho spotieby (self-administration) (Fowler et al., 2011). U KO
mysi byla re-exprese podjednotky a5 nAChR v MHb dostatecna k obnoveni wild type behavioralniho
fenotypu, kdy nebyl zjistén zddny vyznamny rozdil v self-administraci nikotinu ve srovnani

s kontrolami (Fowler et al., 2013).

Podjednotka a2 nAChR se nachazi predev§$im v nervovych bunkach, zejména v centralnim
nervovém systému (Hilscher et al., 2023). Na rozdil od pfedchozi podjednotky a5 se a2 nevyskytuje
v MHb (Sheffield et al., 2000), ale exprese této podjednotky byla identifikovana v IPn a v ¢ichovém
bulbu u mysich modelt. Hlavnim podtypem o2* nAChR v IPn byl 022, ackoliv n¢€které receptory
mohou obsahovat podjednotky 4. V ¢ichovém bulbu a2 nAChR podjednotky primarné tvotily a2p4
(Whiteaker et al., 2009). Ve srovnani s ostatnimi podjednotkami nAChR byla pravé tato dosavadnim
vyzkumem relativné opomenuta. Diivodem je omezengjsi exprese této podjednotky a nedostatek
specifickych agonistti a antagonistii pro studium jeji funkce. Nicméné se predpokladd, ze se nachazi

na postsynaptické membran¢ bunék spolecné s dal§imi podjednotkami nAChR (Hilscher et al., 2023).
Podjednotky obsahujici: a9 a a10

Jako posledni z nikotinovych podjednotek byly identifikovany podjednotky a9 a a10 nAChR.
Jejich funkce je primarné v bunikach vnitfniho ucha, kde reguluji sluchové a vestibularni smyslové
zpracovani v CNS. Na rozdil od pfedeslych podjednotek, tyto podjednotky neodpovidaji tradicni
nervove nebo svalové klasifikaci nAChR a jsou povazovany za samostatné ¢leny v ramci rodiny nAChR

vzhledem k jejich specifickym rolim a evoluéni odlisnosti (Elgoyhen, 2023; Lykhmus et al., 2017).



2.3 Exprese podjednotek nAChR
Vyskyt jednotlivych podjednotek nAChR byl podrobné popsan v predchozi kapitole, kde byla

zminéna také role jednotlivych typii receptorti v dané oblasti mozku. nAChR, jsou exprimovany ve velké
casti CNS, prestoze jejich distribuce je nizsi, néZ u mAChR (Paterson & Nordberg, 2000). V této ¢asti
budou shrnuty oblasti s nejvyssi expresi nAChR, jako je oblast PFC, striata, thalamu, VTA a hipokampu.
Nicméné je dilezité také zminit dal$i Gcinky nikotinovych receptori a jejich expresi i v jinych mistech
nez v mozku.

Mezi nejrozsitenéjsi a nejvice exprimované nAChR v mozku se fadi o podjednotky a4, o7
spolu také s B2 (Wada et al., 1989), ktera je schopna utvofit podtyp a4p2 nAChR. Podstatna exprese
podjednotky a4 a B2 je pritomna zejména v thalamu a také v hipokampu (Picciotto et al., 2001),
kde jsou nAChR exprimovany na GABAergnich interneuronech. Aktivace nAChRs prostfednictvim
synaptického ACh mtize vyvolat dlouhotrvajici excitaci interneuronti, coz vede k utlumeni aktivity
pyramidovych neuronti (Ji et al., 2001). Uéinek aktivace nAChR zavisi na subcelularni lokalizaci
receptoru. Nikotinové receptory exprimované na dendritech a somatech neuronu mohou
zprostiedkovavat rychly synapticky prenos a pfispivat tak k neuronalni excitabilité¢ prostiednictvim
generovani excita¢nich postsynaptickych potencialti (de la Garza et al., 1987). Krome¢ toho jsou nAChRs
exprimovany na koncich axond, kde jejich aktivace moduluje uvolfiovani neurotransmiterti
prostfednictvim Ca2+ a/nebo terminalni depolarizaci (Jones et al., 2001; Nashmi & Lester, 2006).

O nAChR je znamo, ze reguluji synaptickou plasticitu v oblastech, které hraji rozhodujici roli
v odménovani a zavislosti. ZvlaStni vyznam v tomto ohledu maji dopaminergni neurony VTA
(Charpantier et al., 1998). Signal z neurontit VTA spojenych s odménou je odesilan do mnoha dalsich
oblasti mozku, vcetné¢ PFC, amygdaly nebo striata, které jsou zdkladem emoci a rozhodovani
(Pidoplichko et al., 2004). V neuronech VTA jsou exprimovany rizné podtypy nAChR, mezi néz patii
napfiklad 04a5(B2)2, (04)2(B2)s a a7 (Klink et al., 2001). Je zajimavé, Ze podjednotky a6 i B3 nAChR
jsou omezeny pievazné na tuto oblast mozku (Azam et al., 2002). Oblast hipokampu je pomérn€ zasadni
svoji funkei pro formovani paméti, nebo pfi fizeni pozornosti, pro které jsou relevantni podjednotky a5
a a7 (Johnstone et al., 2011). Exprese n¢kterych nikotinovych podjednotek je znama také v mistech,
které nejsou nervové povahy. Mezi tato mista se fadi naptiklad: svaly, lymfaticka tkan, kize, plicni

a cévni systém a dalsi (Gotti & Clementi, 2004).

2.4 Vyznam nAChR v klinickych onemocnénich

Abnormality v expresi nebo funkci nAChR se objevuji v ramci patofyziologie né€kolika
neurologickych onemocnéni, véetné Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby, poruchy pozornosti
a psychiatrickych poruch, jako je schizofrenie, deprese a uzkost (Terry et al., 2023). Kromé téchto
se jedna jeSt¢ o mnohem vice neuropsychiatrickych poruch spojenych s dysfunkci cholinergniho

systému (Bloem et al., 2014). Zabyvat se detaily veskerych onemocnéni souvisejicich s nAChR by bylo



nad ramec této prace, proto zde budou jen kratce shrnuty role téchto receptori a jejich podtypi

u vybranych klinickych onemocnéni.

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni charakterizované postupnou
ztratou kognitivnich funkci a zhorSenim paméti. Jednim z kliCovych faktort, které se zdaji hrat
vyznamnou roli v patogenezi této nemoci, jsou nAChR v mozku (Terry et al., 2023). Rada studii
naznacuje, ze dochazi ke zménam v expresi a funkci nAChR v mozku pacientd s AD. Starsi studie
ukézala, Ze amyloidni peptid AP42 se vaze selektivné a s extrémné vysokou afinitou na receptor o7
nAChR na trovni pikomolarni koncentrace (Wang et al., 2000). U AD byla zaznamenana souvislost
mezi interakci a7 nAChR a AB s poruchami v pienosu signalu a synaptické plasticity, jakoz i toxickym
ucinkem na cholinergni neurony. Na druhou stranu dochazi ke snizeni exprese a4p2 nAChR v rtiznych
oblastech mozku, jako je naptiklad hipokampus (Burghaus et al., 2000). Pravé zde je a4p2 nAChR
dilezity v udrzovani pamétovych stop. Snizeni exprese tohoto receptoru v hipokampu miZze mit
za nasledek poruchy v uceni a paméti, coz je jedna z kli¢ovych charakteristik AD (Hoskin et al., 2019;

Wu et al., 2004).

Parkinsonova choroba je charakterizovana tim, ze u pacient dochazi k selektivnimu
poskozeni dopaminergnich nigrostriatalnich neuronti a klinicky se projevuje motorickymi deficity,
véetné tfesu, zpomaleného pohybu a celkové ztuhlosti (Bordia et al., 2007). Krom¢& motorickych
symptomu se u Parkinsonovy choroby mohou vyskytovat i neurologické a dalsi projevy, jako jsou:
poruchy fec€i, demence, deprese a tzkost, nebo také poruchy spanku. Pfesna pti¢ina tohoto onemocnéni
neni dosud pfesné objasnéna, predpokladd se kombinace genetickych a enviromentalnich vlivi
(Schapira & Jenner, 2011). Studie vedené na hlodavcich i primatech s vyjimkou lidskych testi naznacuji
roli podjednotky a6* nAChR u Parkinsonovy choroby (Bordia et al., 2007). Konkrétn¢ a6a4p32p33
nAChR jsou jedny z nejzranitelnéjsSich nAChRs s vysokou afinitou v reakci na poskozeni nigrostriatalni

oblasti (Quik et al., 2013).

Schizofrenie je spojovana s deficity ve funkci nervového systému v PFC také v souvislosti
s nAChR (Brooks et al., 2012). Dalsi oblasti mozku, kde byl zaznamenan deficit nAChR,
byl hipokampus (Freedman et al., 1995) a thalamus (Court et al., 1999). Pacienti s deficity v oblasti PFC
trpi kognitivnimi poruchami, jako je nepfizptisobivost chovani v zavislosti na ménicich se podminkach
vngjsiho prostedi a také napiiklad poruchou paméti (Leeson et al., 2009). Nikotin a koufeni cigaret
vykazuji potencialni terapeuticky efekt u pacientl se schizofrenii (Griffith et al., 1998; Winterer, 2010).
Polymorfismy v genu kodujicim podjednotku a7 nAChR jsou asociovany s deficity v pozornosti
u schizofrenikt (Terry et al., 2023). Tito pacienti vykazuji niz§i expresi podjednotky a7. Vysoka touha
po nikotinu u pacientti se schizofrenii mize byt zplisobena kompenzaci nizké exprese a7 nAChR.
Nikotin ptisobi jako selektivni agonista a7 receptoru a ma potencial zlepsit kognitivni funkce u pacientt

s timto onemocnénim (Bloem et al., 2014; Olincy et al., 2006).



Vyvoj ucinnych 1éCiv pro Sirokou Skalu neuropsychiatrickych a neurodegenerativnich
onemocnéni predstavuje komplexni a ndrocny ukol, ktery vyzaduje znacné Usili a investice.
I pfes pokrok v oblasti vyzkumu a vyvoje se stale ¢eli fade vyzev, v€etné€ hledani a identifikace cilovych
struktur, vyvojem sloucenin s pozadovanymi vlastnosti, ptipadné vedlejsi ti€inky potencialnich 1€kt
(Sinclair & Kabbani, 2023). Napfiklad agonista a7 nAChR — enceniclin (EVP-6124) zpocatku
vykazoval slibné ucinky u pacientt se schizofrenii a Alzheimerovou chorobou. Enceniclin byl obecné
bezpe¢ny a snaSen dobie, bohuzel neuspél v klinickych studiich kvili jeho nezadoucimu
gastrointestinalnimu t¢inku (Brannan, 2019). TC-5619 je a7 nAChR agonista, kdy potencial této latky
je zlepsit kognitivni funkce, nicméné v klinickych studiich neprokézal vyrazny pozitivni ucinek

(Walling et al., 2016).

3 Prefrontalni kGra

3.1 Anatomicka struktura a bunécné sloZzeni prefrontalni kdry se zamérfenim

na hlodavce

Prefrontalni kira (PFC) je dulezita oblast mozku zajistujici vyssi kognitivni funkce. Tato
oblast mozku je zapojena do emocionalnich, socidlnich, motivacnich, percepcnich a dalSich procest
(Carlén, 2017). Napii¢ riznymi zivo¢iSnymi druhy, je bézné rozdélit PFC na dorsalni a ventralni ¢ast.
U hlodavci se vSak pouziva k popisu oblasti PFC jinych oznacéeni, ktera jsou pro né typicka a ziidka

se tato oznaceni pouzivaji k popisu PFC napftiklad u primatd (Schaeffer et al., 2020).

Sifeji pojatou PFC u hlodavcil miizeme podrobnéji rozdélit do jednotlivych &asti, mezi které
fadime: anteriorni cinguldrni ktru (ACC), prelimbicku klirou (PrL) a infralimbicku kiirou (IL).
Na zakladé¢ anatomickych kritérii bylo naznaceno, Ze existuje déleni PFC, které zahrnuje také orbitalni
kortex, ktery je podobné roz¢lenén na medialni (MO), ventralni (VO) a lateralni (LO) oblast (Heidbreder
& Groenewegen, 2003). PfestoZe je struktura PFC u lidi a u hlodavcl znacné odlisnd, nalézame zde
ur¢ité podobnosti. U primatd je rozdélena oblast ACC na tii hlavni zony: subgenni oblast (sACC),
pregenualni oblast (pACC) a ,,mid-anterior cingularni kiiru (MCC) (Laubach et al., 2018). U hlodavct
se zd4, ze IL funké&né odpovida oblasti SACC (Ongiir et al., 2003).

Mozkovéa ktra je rozdélena do né€kolika vrstev, ve kterych neurony pfijimaji signaly
a interaguji je prostfednictvim lokalnich spojeni (Bloem et al., 2014). Vrstva 1 (L1) obsahuje apikalni
dendrity pyramidovych neuronii a rizné interneurony uvoliujici inhibi¢ni neurotransmiter GABA
(Schuman et al., 2019). Tyto interneurony poméhaji regulovat aktivitu ostatnich neuronti (Anastasiades
etal., 2021). Vrstvy 2 (L2) a 3 (L3) se Casto sdruzuji do vrstvy 2/3 (L2/L3) a obsahuji intratelencefalické
(IT) buiiky, které propojuji jiné korové oblasti, coz usnadituje komunikaci uvnitf kortexu (Ueta et al.,
2019). Vrstva 4 (L4) je klicova vstupni vrstva, jelikoz obsahuje pyramidové neurony, které jsou schopny

vytvaret lokalni propojeni uvnitt kortexu a pravdépodobné integruji informace z riznych zdroji (Harris
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& Shepherd, 2015). U hlodavct, na rozdil od primatt, neni vSak L4 v PFC rozliSena a jeji roli tedy
prebira vrstva L.2/3 (Barbas & Pandya, 1989; Uylings et al., 2003). Naopak vrstva 5 (L5) je hlavni
vystupni vrstva, kterd obsahuje 2 typy bunék: IT neurony a neurony pyramidové drahy, které vysilaji
informace do podkorovych oblasti, zde pfedavaji zpracované senzorické informace do dalSich oblasti
mozku (Baker et al., 2018). Posledni vrstva 6 (L6) je zaroven také vystupni vrstva. Obsahuje mimo jiné
kortikothalamické (CT) neurony, které jsou propojeny s thalamem (Guo et al., 2018). Tyto CT buiky
nejspise vysilaji zpracované senzorické informace zpét do thalamu, coz mize ovlivnit dal$i zpracovani

smysli nebo smefovani pozornosti (Anastasiades & Carter, 2021).

Pochopeni mozkovych nervovych obvodl zacinad pochopenim jejich komponentnich casti,
bunck, které je tvoii. Vramci PFC se vyskytuji v pfevaze projekéni neurony IT, CT a neurony
pyramidové drahy (PT). Tyto bunééné typy maji jasné danou morfologii a fyziologickou stavbu. IT
bunky jsou prezentovany napfi¢ vrstvami L2 - L6, pfijimaji vstupy z amygdaly, thalamu a hippokampu
predtim, neZ je informace piedana do dalSich projekénich neuronti (Collins et al., 2018). PT jsou
prevazné omezeny na vrstvu L5 a L6 (Baker et al., 2018; Reiner et al., 2003). Povrchové lokalizované
pyramidové neurony primarné projikuji do oblasti amygdaly, v mezivrstvach do hypothalamu a striata
a PT v hlubokych vrstvach do ¢asti mediodorsalniho thalamu (Gabbott et al., 2005). Riznorodé vystupy
jsou dilezitym rysem PFC, ktery umoznuje pyramidovym neurontim ovliviiovat vice aspektii chovani
vysSiho fadu. Aktivita drahy pyramidovych neurontt v PFC mtize byt koordinovdna prostfednictvim
obohaceného vstupu z thalamu na jejich apikalni dendrity, coZ je vyznamny rozdil oproti primarnimu
senzorického kortexu, kde pravdépodobné vstupuji informace spiSe pies proximalni dendrity
(Anastasiades & Carter, 2021; Bittner et al., 2015). CT buiiky nachazejici se v L6 jsou vyrazné svou
odlisnou morfologii. OdliSuji se od L6 IT neuront, se kterymi se prolinaji, a také od PT neuroni,
které vysilaji proximalni dendrity do thalamu (Harris & Shepherd, 2015). Apikalni dendrity CT bunék
v PFC zasahuji do L1, coz naznacuje, ze apikalni dendrity CT bunék prostupuji od hlubokych vrstev

PFC az na povrch, prochézeji vSemi Sesti vrstvami kiiry (Collins et al., 2018).

Mimo pyramidové neurony, které predstavuji hlavni excitacni populaci PFC hlodavct,
se v této oblasti mozku nachdazi i rozséhla sit’ inhibi¢nich interneurond. Tato inhibicni sit’ hraje klicovou
roli v modulaci aktivity pravé pyramidovych neurontl a je kritickd pfi kontrole inhibice (Cummings et
al., 2022; Kupferschmidt et al., 2022). Interneurony (IN) jsou rozdéleny naptic¢ L1 az L6 do tii pfevazné
neptekryvajicich se populaci s expresi parvalbuminu (PV), somatostatinu (SST) nebo serotoninového
receptoru 3a (SHT3aR) (Tremblay et al., 2016). VSechny tyto IN maji charakteristické fyziologické
a morfologické vlastnosti, které urcuji, jak reaguji na vstupy a inhibuji pyramidové buiiky (Anastasiades
& Carter, 2021). Nejrozsifencjsi z téchto podtypd jsou PV-IN, které inhibuji pyramidové neurony
uvolnénim neurotransmiteru GABA (Tremblay et al., 2016). PV-IN obsahuji dva hlavni podtypy:
PV basket cells“ nachazejici se mezi vrstvami L2 az L6 a ,,PV chandelier cells®, které jsou prevazné

v L1 (Anastasiades & Carter, 2021). IN typu SST (SST-IN), které tvoii mensi podil IN v L1, se na ni
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nicméné také promitaji. Vrstva L1 je ostatné bohatd na riizné typy inhibi¢nich interneuronti. Napfic¢
mozkovou kirou se predpoklddd, ze SST-IN zprostfedkovdvaji inhibici zpétného toku
na dendritech pyramidovych bunék (Tremblay et al., 2016) a pfijimaji vstupy z thalamu, amygdaly
nebo hipokampu (Sun et al., 2019). Skupina SHT3aR miize byt dale rozdélena na dvé skupiny zalozené
na expresi vasoaktivniho intenstindlniho peptidu (VIP) ¢i jeho nepfitomnosti. VSechny neurony v L1
jsou GABAergni IN a vétSinu z nich tvofi praveé skupina SHT3aR bez exprese VIP. IN, které exprimuji
VIP, predstavuji nejvetsi skupinu SHT3aR-IN (40%) a jsou lokalizovany ptevdzné do vrstvy L2/3
(Tremblay et al., 2016). Jsou povazovany za tzv. ,,disinhibi¢ni* v PFC a také v neokortexu. Na rozdil
od vétSiny inhibi¢nich interneuronti, které pfimo inhibuji pyramidové neurony, VIP inhibuji jiné
inhibi¢ni populace. Konkrétné inhibuji zejména SST-IN a do mensi miry i PV-IN. Prostfednictvim
inhibice SST-IN a PV-IN snizuji VIP-IN celkové inhibi¢ni ovlivnéni pyramidovych neuronti. Aktivace
pyramidovych neuronil se zvySuje, coZ ma za nasledek i zménu ve zpracovani informaci v dané oblasti

mozku. (Pi et al., 2013),

Mezi dalsi bunééné typy nachézejici se také v PFC se tadi 3 typy gliovych buné¢k: astrocyty,
které moduluji aktivitu pyramidovych neuronti; oligodendrocyty, které¢ se podileji na izolaci axonil
neuront za tvorby myelinové pochvy, diky které¢ je umoznén rychly pfenos nervovych vzruchi a také
mikroglie, imunitni buiikky mozku, které zajistuji ochranu pied infekci a poskozenim (Dolotov et al.,

2022).
3.2 Exprese nAChR v PFC

V CNS je fizena cholinergni inervace prostfednictvim nAChR, které reguluji procesy, jako je
uvolnovani neurotransmiterti, drazdivost bunék a nervova integrace signalu. Tyto procesy jsou klicové
pro spravnou funkci nervovych siti a maji vliv na mnohé fyziologické funkce, jako je bdélost, inava,
uzkost, centralni zpracovani bolesti, ptijem potravy a fadu dalSich funkci (Gotti & Clementi, 2004).
Z nAChR podjednotek v PFC jsou u hlodavcl pfitomny pouze podjednotky a7, a4, a5 a B2 (Poorthuis
et al., 2013), ptipadné jejich kombinace.

nAChR jsou exprimovany glutamatergnimi pyramidovymi neurony a také IN v L5 a déle
pyramidovymi neurony v L6 (Poorthuis et al., 2013). Pyramidové neurony v L4 a L6 jsou modulovany
a5 a P2* podjednotkou nAChR. a5 podjednotka, ktera je prezentovana L6 pyramidovymi neurony,
je nezbytna pro normalni funkci chovani spojeného s pozornosti a dale hraje klicovou roli ve funkci
dozravani neuronti v L6 PFC (Bailey et al., 2012; Bloem et al., 2014). Vysoka exprese podjednotky a5
nAChR v L6 byla pozorovana béhem prvnich mésict vyvoje u hlodavci. Tento fakt se také tyka PFC,
kde jsou tyto a5 podjednotky exprimovany pyramidovymi neurony projikujicimi do mediodorsalniho
thalamu (Kassam et al., 2008). Jak jiz bylo zminéno také v kapitole Anatomicka struktura a bunécné
slozeni prefrontalni kiry se zaméfenim na hlodavce, pyramidové neurony jsou ptimo ovlivnény ACh,
ktery se vaze na nAChR, a jsou také hlavnim pfedstavitelem projek¢nich neurond z PFC do thalamu

(Gabbott et al., 2005). Dale bylo zjisténo, ze v L6 je silna pfitomnost a4pf2a5 nAChR na pyramidovych
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buiikach a 04p2* nAChRs na interneuronech ve vSech vrstvach (Obrazek 3). Kromé téchto receptort,
B2* nAChR dominuji ve vrstvach L2/L3 a L5, kde vedou ke zvyseni nervové aktivity (Poorthuis et al.,
2013). Homomerni receptory typu a7 nAChR byly také nalezeny v pyramidovych neuronech PFC,
konkrétn€ v LS. Jak podjednotka a3, tak i podjednotka a4 nAChR, je asociovana s pyramidovymi
neurony. a3 podjednotka je exprimovana mezi L3 - L6, podjednotka a4 je rozsifena ve vSech vrstvach
kromé L1 a L4 (Schroder et al., 1995; Paterson et al., 2000). Zajimavé je, ze v L2/L3 u pyramidovych
neuroni nebyl potvrzen vyskyt nAChR. Stimulace nAChR v PFC vede k inhibici pyramidovych
neuront v L2 a L3, coz naznacuje spiSe nikotinovou aktivaci inhibi¢nich IN. Naopak v L5 a L6 vede
aktivace nAChR u inhibi¢nich a excita¢nich neuronil k posileni vystupni neuronové aktivity (Poorthuis

etal., 2013).

L6 ® a7 nAChR
® 42 nAChR
® a4B2a5 nAChR

=l

Obrdazek 3: Distribuce hlavnich podtypii nAChR v PFC. Cerné buiiky ,, P = pyramidové

neurony, cerné bunky = interneurony, MDT = mediodorsalni thalamus

Pyramidové neurony, které jsou pritomny ve L5 a L6 jsou primo modulovany prostrednictvim a7 a 2
nAChR. Vstupy z oblasti thalamu (MDT) v L5 jsou modulovany p2* nAChR. Interneurony, nachdzejict
se ve vSech vrstvdach obsahuji smés podjednotek nAChR, mimo L6. Distribuce jak homomernich tak
heteromernich receptorii je riznd podle riznych typu interneuronii v ruznych vrstvach. Prevzato

a upraveno podle (Bloem et al., 2014, Poorthuis & Mansvelder, 2013).

4 Vyznam nAChR v PFC pro fizeni Uzkosti a uzkostného chovani

Posledni kapitola ptiblizi oblast PFC a v ni obsazenych nAChR a postupné vysvétli jejich

vyznam v problematice uzkosti a uzkostnych poruch. Naplni této kapitoly je zaroven pfedstavit vyznam
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zvitecich modeld, které jsou bézn¢ vyuzivany pro vyzkum uzkostného a averzivniho chovani. Modely
a testy nam pomahaji k pochopeni, jaké oblasti mozku a casti PFC se podileji na fizeni takovych
pochodl. V neposledni fadé zde budou zminény relevantni studie, které se aktivné zabyvaly

problematikou tizkostného chovani v souvislosti s nAChR v PFC.

4.1 Uzkost, Uzkostné chovani a jejich poruchy

Uzkostna porucha je jednou z nejrozsitengjsich dusevnich poruch. Uzkost je negativni emoéni
stav charakterizovany pocity obav, zptisobenymi ocekavanim potencialni hrozby nebo negativnich
vysledkid (Kraeuter et al., 2019; Terry et al., 2023). Jedna se o pfirozenou reakci organismu na stres
nebo nebezpeci, které se projevuje zvySenou vzruSivosti, oCekavanim, fyziologickymi zménami
a specifickymi vzorci chovani, které nam pomahaji danou situaci ptekonat. Pokud je vsak tato reakce
nepiiméfena nebo se projevuje bez zjevné priciny, mize se jednat o patologickou tizkost, ktera narusuje
moznost vyrovnat se s riznymi stresujicimi udalostmi. Dilezité je v této souvislosti odlisit strach jako
reakci na bezprostfedni, redlné nebezpeci od tuzkosti, kterd je pouze reakci na potencidlni hrozbu
(Steimer, 2011). Klinické rozliseni strachu (fobicka porucha), uzkosti (generalizovana tizkostna porucha
(GAD)) nebo kombinace obojiho (panick4 porucha, socidlni uzkost) naznacuji pravé tuto skutecnost
(Daniel-Watanabe & Fletcher, 2022; Grillon, 2008). Uzkostna porucha miiZe byt také Gasto spojovana
s dalsimi dusevnimi problémy jako je napiiklad deprese, avSak jejich vzajemny vztah je komplikovany.
Stres, chronicky i akutni, miize ovlivnit funkci nejen PFC, ale také subkortikalnich oblasti podilejicich
se na kontrole hrozby. U lidi nejsou experimentalni studie chronického stresu kvtli etickym divodim

mozné (Alexandra Kredlow et al., 2022).

Uzkostné poruchy jsou diagnostikovany, pokud jsou tyto problémy nadmérné, neimérné
situaci a zasahuji do kazdodenniho zivota jedince. Je vSak dulezité si uvédomit, ze uzkostné chovani,
které je v evoluci velmi konzervované, je do jisté miry normalni reakci na stres a nebezpeci (Kenwood
et al., 2022). Post-traumatickd stresova porucha (PTSD) je maladaptivni a vysilujici psychiatricka
porucha typicky doprovazena extrémnim pocitem strachu v dob€ vyskytu traumatu, s charakteristickym
opétovnym prozivanim v mésicich a letech nasledujicich po traumatu (McLaughlin et al., 2015). PTSD
se fadi mezi nejvice objasnéné, prevladajici a klinicky vyznamné poruchy souvisejici se stresem.
Pomérné velky soubor studii nyni podporuje jasnou roli zménéné struktury a funkce PFC u PTSD

a souvisejicich poruch (Alexandra Kredlow et al., 2022).

Psychoterapeuticka 1é¢ba tzkosti zaméfena na dysfunkci PFC zahrnuje: kognitivné
behavioralni terapii (KBT), expozici a meta-kognitivni terapii (MKT). Casto vyuZzivana je metoda KBT,
ktera se zaméfuje na zmeénu negativnich myslenek a chovani spojeném s uzkosti (Goldin et al., 2014;
Kenwood et al., 2022). MKT je lécba nebo téz psychoterapeuticky pfistup, ktery se tyka nasich myslenek
o mysleni samotném — naptiklad pfesvédéeni o tom, jak bychom m¢li myslet nebo jak bychom m¢li

zvladat své myslenky a emoce. Cilem této metody je detekovat a modifikovat procesy, které udrzuji
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kognitivni a emoc¢ni nerovnovahu napiic duSevnimi poruchami vcéetné uzkosti (McEvoy, 2019).
Bylo naznaceno, ze MKT je vysoce u¢innd pii zmirflovani pfiznakdi fady primarnich cilenych
psychologickych obtizi spolu s ptiznaky uzkosti a deprese a existuji predbézné ndznaky, ze MKT muze
byt dokonce u€innéjsi nez jiné terapeutické zasahy, véetné KBT. Je vSak zapotiebi vice studii, aby byla

prozkoumadna ptesnost téchto pfedbéznych zjisténi (Normann & Morina, 2018).

Tradi¢ni pfistup k vyvoji 1é¢iv pro PTSD se vyznacuje nizkou mirou uspésnosti a dlouhou
dobou potfebnou k uvedeni 1€kt na trh. Vysoka poptavka po 1écbé PTSD mohla vést ke snizeni
regulacnich omezeni a umoznit vstup 1ékid s nedostatecnymi daty prokazujici ucinnost do klinickych
studii (Verbitsky et al., 2020). To vedlo k nizké mife GspéSnosti u 1€kt plsobici na CNS, vcetné 1€kt
Doba potiebna k uvedeni 1ékd na trh se proto prodlouzila. Vétsina 1€k, které v preklinickych testech
ukazovaly slibné vysledky, selhala v pozd¢jsich fazich klinického vyvoje (faze II a III) kvuli
nedostatecné ucinnosti u lidi (Harrison 2016; Verbitsky et al., 2020). ZlepSeni preklinického testovani
a peclivéjsi hodnoceni dat by mohlo vést k efektivnéjsimu vyvoji 1é¢iv pro PTSD a zkratit tak dobu
potfebnou k uvedeni u¢innych 1€kt na trh. Jako slibny kandidat mezi potencidlnimi terapeutiky se jevi
napiiklad BNC210, negativni alostericky modulator a7 nAChR, ktery byl testovan na modelech
hlodavct, kde se neprokazaly zadné nezadouci ucinky vcéetné fyzické zavislosti (O’Connor et al., 2024).
Vysledky této studie naznacuji, Ze alostericka inhibice funkce a7 nAChR by mohla predstavovat slibny

pristup k 1écbe tizkostnych a stresovych poruch.

4.2 Uzkostné chovéni u hlodavcii

Ackoliv tzkostné poruchy predstavuji znacnou zatéz pro systémy zdravotni péce, a to jak
po strance ekonomické, tak i lidského utrpeni pacientli a jejich blizkych, teprve v poslednich letech
dochazi k neustalému prohlubovani znalosti o zakladnich patofyziologickych mechanismech téchto
poruch (Kraeuter et al., 2019). Slibné€ se rozviji 1 oblast vyvoje novych ucinnych 1é€ebnych postupt
pro uzkostné poruchy a PTSD, a to i diky zvifecim modeliim. Obecné behaviordlni testy na zvifatech
nachdazeji své vyuziti pii testovani motorickych, kognitivnich a smyslovych funkei, emoc¢niho chovani
nebo mechanismu drogové zavislosti. Volba metod a postupli v experimentu je vedena s ohledem
na specifika daného zvifectho modelu a studovaného onemocnéni. Manipulaci s typem stresu,
intenzitou, trvanim a frekvenci jsou modely schopny odrazet zékladni projevy PTSD nebo tzkostnych
stavil. Nasledujici podkapitoly budou zaméfeny na nejvice relevantni zvifeci testy a modely, které se
vyuzivaji k testovani stresovych, tzkostnych poruch a podmiinovani strachu, jelikoz pro hlodavce

existuje vice nez 30 riznych testti uzkostného chovani a jejich variaci (Steimer, 2011).
Variace ruznych stresoru vedouci k PTSD

Dtlezitym aspektem nervovych drah strachu a uzkosti je jejich prolinani a interakce

s nervovymi spoji fidicimi reakci na stres. Je nutné zdlraznit, ze pojem "stres" v tomto kontextu ma
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specificky vyznam a nezahrnuje obecné pocity "emoc¢ni zatéze" nebo "vykonnostni zatéze". Systém,
ktery vede k aktivaci limbicko-hypothalamohypofyzarné-adrenalni osy (LHPA) a sekreci stresovych
hormont, jako je kortikotropin-uvoliiujici hormon (CTRH), adrenokortikotropni hormon (ATSH)
a kortizol, je jasné definovany a pravdépodobné uzce souvisi s projevy strachu a uzkosti. Intenzivni
vyzkum na hlodavcich je zaméfen také na mozkové struktury fidici aktivaci LHPA, jelikoz byly

opakované spojovany s neurobiologii poruch nélady (Shin & Liberzon, 2010).

Vzhledem k tomu, ze PTSD je vysledkem traumatickych zazitki, mohou modely hlodavci
(Obrazek 4) simulovat vyvolani stresu a rozvoj této poruchy. Paradigmata stimuluji vznik poruchy
pomoci aplikace fyzickych, socialnich a psychologickych stresori jednotlivé nebo v kombinaci
(Verbitsky et al., 2020). Fyzické stresory vyuzivané pro vyzkum PTSD zahrnuji elektricky Sok, trauma
z plavani (underwater trauma), které zahrnuje 1 minutu plavani a nasledné 30 sekund ponoteni ve vodni
nadrzi (délka expozice mize byt kratkodoba: 2-10 min, nebo opakovana po dobu nékolika dni po sob¢).
Dale imobiliza¢ni stres zplisobeny omezenim pohybu (immobilization stress) nebo také trauma slozené
ze 3 stresoru (single prolonged stress), kdy je model sloZen tak, aby zptsobil robustni stresovou reakci

tfemi riznymi cestami — psychologickou, fyziologickou a farmakologickou (Fulco et al., 2022).

T
,/ﬁ{%»)},

Obrdzek 4: Ukazka provedeni nékolika testit PTSD podle riiznych kritérii, které jsou zaméreny

na konkrétni typ stresu. Prevzato a upraveno podle (Verbitsky et al., 2020).

Ackoli jsou fyzické stresory Siroce vyuzivany, nalézame v nich omezeni vyplyvajici z nadmérného
poranéni, nebo zplisobené bolesti (Finnell et al., 2017). Socialni a psychologické stresory zahrnuji
socialni porazku (social defeat), kterd je vyhodna pro svou relevanci pro trauma vznikajici

u mezilidskych vztaht, a stres z predatora (predator stress) — pach, moc¢ (Verbitsky et al., 2020).
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Testy pro studium uzkostného chovani

V neurobiologickych studiich zamétenych na zvifeci modely se k oznaceni tizkostnych stavii
obvykle nepouziva termin "tzkost", nybrz spiSe pojmenovani "uzkostné chovani" (anxiety-like
behavior). Divodem je odliSnd povaha uzkosti u lidi a zvifat, kterd znemozituje pfimé srovnani
(Kutlu & Gould, 2015). Mezi nejvice pouzivané testy pro studium symptomul spojenych s uzkosti se
fadi: test otevieného pole (open-field test), a rizné formy vyvyseného bludiste, at’ uz ve tvaru kiize
(elevated plus maze, EPM), ¢i ve tvaru kruhu (elevated zero maze, EZM), ktery je analogem EPM.
Prvnim zminénym je test otevieného pole, kde je testovan konflikt dvou motivaci; strach z nového
prostfedi a motivace k objevovani, prozkoumavani nového prostredi. Jedna se o ¢tvercovy, obdélnikovy
nebo kruhovy vybéh, ktery je holy nebo pokryty tenkou vrstvou podestylky. Klicovym parametrem je
Cas straveny uprostied pole a doba stravena po jeho obvodu. Variantou muze byt test piechodu svétla
a tmy (light-dark transition test), ve kterém probiha testovani explorativniho a izkostného chovani. Test
se sklada z dvoudilné schranky: jedna ¢ast je bila a osvétlena, druha ¢erna a tmava. Tyto Casti jsou
spojeny malym otvorem. Zaznamenava se n¢kolik hodnot; ¢as straveny na svétle, pocet vstupi na svétlo,

pocet ptechodt a dalsi (Verbitsky et al., 2020).

Model, ktery je povazovan za jeden z nejvice pouzivanych zvifecich modeltl pro studium
uzkosti a uzkostnych poruch, je EPM (Kracuter et al., 2019). Aparat se sklada ze ¢tytf ramen, ktera jsou
postavena do tvaru ktize (znaménko plus) a cela platforma je vyvySena nad zemi (napf. 50-60 cm).
Dv¢ protéjsi ramena jsou tvoiena bo¢nimi sténami a zbyla dve protéjsi ramena by méla byt oteviena,

bez stén (Obrazek 5).

Obrazek 5: Priklad usporadani a rozmeéri EPM bludisté pro studium chovani mysi. Prevzato

a upraveno podle (Kraeuter et al., 2019).

Na zacatku testu je do stfedu bludisté umistén jeden hlodavec. Tomu je umoznén volny pohyb

za pruzkumem celého bludisté po pfedem stanovenou dobu. Velka vyhoda této metody je jeji Casova
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nendro¢nost, kdy prubeh testu trva obvykle 5-10 minut. Pozorovatel zaznamenava chovani zvifete
se zaméienim na dobu stravenou v kazdém rameni bludisté, pfipadné v jeho stiedu. Hlodavci ptirozené
z evolucniho hlediska nemaji radi oteviené prostory a zvySend mista, maji tedy tendenci se t€émto
mistim co nejvice vyhybat. Metoda by méla poskytnout jasné rozdéleni na zakladé miry uzkostného
chovani hlodavce, zda travi vice ¢asu v uzavienych nebo otevienych ramenech (Kraeuter et al., 2019).
Bézné vyuzivany 1€k benzodiazepin byl po podani hlodavcim ukazén jako latka, ktera snizila cas
straveny v uzavienych ramenech (Pellow & File, 1986). Test EPM je cenny nastroj pro vyzkum studujici
uzkostné poruchy, pfestoze ma znacnd omezeni. Vysledky testu jsou ovlivnény mnohymi faktory
z vnéjsiho prostiedi jako je teplota, hlucnost, svétlo v mistnosti atd. Metoda se spoléhd na chovani
hlodavce, které¢ je také ovlivnéno mnoha faktory, které Casto nemiizeme ovlivnit, pfipadné nezndme
ani jejich presnou pric¢inu Je také dulezité poznamenat, Ze vyse popsané modely uzkosti méii vrozenou
reakci tzkosti na novy kontext na rozdil od ,,nauc¢ené tzkosti“ (Kutlu & Gould, 2015; Wolpe, 1981).
Celkové muzeme fict, ze vyuziti zvifecich modeli pro vyzkum uzkosti je efektivni metodou
pro posouzeni a pochopeni mechanismti odpovédnych za reakci tzkostného chovani u hlodavct,

ktera pomaha vyzkumu uzkosti a potencialnich zptsobi 1€cby u psychickych poruch.
Podminovani strachu na zaklade elektrickych sokii

V oblasti studia PTSD nachazeji své vyuziti predevsim testy zamétené na uzkostné chovani a dale
testy, které se zaméfuji na asociaci prirozené stresujiciho podnétu (nepodminény podnét) s piivodné
neutralnim podnétem ¢i prostfedim (podminény podnét) a na vymizeni (extinkce) této asociace.
Testy tohoto typu se v angli¢tin€ oznacuji jako ,,fear conditioning* nebo ,,fear learning™ a v této praci
pro né bude pouzivan Cesky termin ,,podminovani strachu“. U pokusnych zvifat se jako model PTSD

§iroce pouziva podminovani strachu podle Pavlovova modelu (Kida, 2019).

Dokonce neutralni stimul mtze vyvolat odpovéd’ ve forme strachu jako vysledek podminéného
uceni a paméti (associative learning). Podminénd pameét strachu, model traumatickych vzpominek,
paradigmata podminovani strachu jsou zaloZzena na kontextu nebo stimulu (signalu), diky kterému si
hlodavec postupné¢ vybuduje asociaci mezi pivodné neutralnim podminénym stimulem, jako je prostiedi
(testovaci komora) nebo zvukovy signal, a nepodminénym stimulem vyvolavajicim strach, jako jsou
mirné elektrické Soky nejc¢astéji do nohou nebo ocasku (Phillips & LeDoux, 1992). Pokud se oba stimuly
(podminény a nepodminény) vyskytuji souc¢asné nebo v kratkém ¢asovém sledu, dojde k jejich asociaci
a vytvoreni podminéného reflexu, kdy pfirozena reakce na stresujici podnét (naptiklad strnuti neboli
freezing) je vyvolana ptvodné neutralnim prostiedim ¢i stimulem. Pfi opétovném vystaveni komote
nebo téonu tedy hlodavec vykazuje freezing reakce, které jsou znamkou vzniku pamétové stopy
propojujici podminény a nepodminény podnét. Kromé chovani spojeného se strachem dochazi

i k adaptivnim autonomnim reakcim, jako je zvySené poceni a piloerekce (Bolles & Collier, 1976).
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Obecné se pamét’ strachu hodnoti na zékladé délky trvani strnuti béhem opétovného vystaveni podnétu
¢i prostiedi po urcitou dobu (napt. 3-5 min). Pokud je ale opakované pouzit zvukovy signal, nebo jiny
podminény podnét, a zadny elektricky Sok poté nepfichazi, je mozné timto zpisobem naucit hlodavce,
ze zvukovy ton neznamend bolest. Tento jev je definovan jako extinkce této reakce a také ptislusné
pameétové stopy. Proces nového uceni (new learning) znamend vytvareni novych spojeni a postupné
ztraceni, slabnuti starych spojeni, vzpominek. Toto ale neznamend zapomenuti na situaci spojenou
s traumatem. Misto vymazani paméti strachu se zdd, ze dochézi k vytvoreni nové inhibi¢ni paméti.
Tato inhibiéni pamét je ziskdvana procesem uceni, kdy se organismus opakované vystavuje
podminénému stimulu. Reakci strachu je mozné obnovit, pokud je zvite po dlouhé dob¢ (napt. 1 mésic)
znovu podminénému stimulu vystaveno (Ishikawa et al., 2016; Kida, 2019). Paradigmata podmitiovani
strachem mohou byt omezena projevy strachu u zvifete (zamrznuti a/nebo vyhybani se), které narusuji
plnéni ukold. Dale se stav strachu, vyvolany bezprostfedni a konkrétni hrozbou, muze lisit od stavu
uzkosti. Ten je zaznamenan v del§im casovém okné a Casto neni spojen s konkrétni udalosti (Sylvers et

al., 2011).

4.3 Role PFC v fizeni Uzkostného chovani a podminovani strachu

Stale vice studii ukazuje, ze PFC, oblast zodpovédnd za kognitivni kontrolu, mtize hrat
dilezitou roli v regulaci uzkosti a strachu jak u lidi, tak u hlodavct (Chen et al., 2021). V poslednich
letech se zajem o tuto problematiku zna¢né€ prohloubil. Vyzkumy ¢asto zahrnuji stereotaktické operace
virového vektoru, napiiklad za ucelem ftizené aktivace nebo inhibice PFC, a nasledné behavioralni
testovani mysiho modelu. Tato kapitola se zaméii pouze na maly vybér vysledkt studii tykajicich se
PFC a tzkostného ¢i obranného chovani, které byly publikovany pievazné v poslednich letech a maji

tak aktualni vyznam.

4.3.1 PFC a Uzkostné chovani

Zda hraje oblast PFC roli v Gzkosti, a pfedev§im jakym zplisobem, bude nastinéno v této
podkapitole. Tato otazka bude diskutovana na zaklad¢ studii rozdélenych do jednotlivych sekci pro lepsi

orientaci.
PFC projekce do dalSich mozkovych struktur a jejich role v uzkostném chovani

Jednotlivé podoblasti PFC jsou zapojeny do zprostfedkovani riznych, a dokonce i opacnych
roli v chovani souvisejicim s uzkosti. Tyto role do jist¢ miry zavisi na dalSich oblastech mozku,
s kterymi je oblast PFC propojena, jako je amygdala, hipokampus nebo VTA. Prostiednictvim
nervovych spoju je zajisténa regulace podminénych reakci strachu a explorativniho chovani v prostoru
navozujici uzkostné chovani, jako je test v otevieném poli a test ve zvySeném bludisti (Adhikari et al.,

2010).
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V nedavné studii (Jacobs et al., 2022) byl ke studiu PFC a uzkosti vyuzit "Punishment Risk
Task" (PRT), v cestiné ukol s rizikem trestu. Jednd se o behavioralni test pouzivany k hodnoceni
uzkostnych stavii u mysi a jinych hlodavct. Test se zaméfuje na to, jak pravdépodobnost trestu ovliviluje
snahu mys$i o dosazeni odmény. Mys je umisténa do operantniho boxu se dvéma pakami. Stisknuti jedné
paky (paka A) vede k jist¢ odméené (naptiklad potrave). Stisknuti druhé paky (paka B) mize vést
k odméné s ur¢itou pravdépodobnosti, ale také s urCitou pravdépodobnosti k trestu (naptiklad
k elektrickému Soku). Pravdépodobnost trestu se li§i v zavislosti na podminkach testu. Mysi,
které vykazuji uzkostné chovani, jsou nachylnéjsi k vyhybani se pace B, i kdyz pravdépodobnost trestu
je nizka. Vyzkum (Jacobs et al., 2022) se zabyval oblastmi dorsomedialni PFC (dmPFC) a VTA,
kdy vztah mezi podnétem, akci a samotnym trestem prezentuje praveé draha VTA-PFC. Bylo sledovano
chovani potkant a také aktivita nervové populace (skrze Ca2+ imaging) v PrL casti PFC a v lateralni
¢asti VTA béhem uceni. Krysy byly nejprve vycviceny k reakci na zvukovy ton, ktery vedl k odméné
ve formé cukrové kostky. Nasledné byl testovan PRT po 3 blocich. Blok 1 neptedstavoval zadny trest
v podobé elektrického Soku (bezpeény blok), dalsi s pravdépodobnosti 6 % a posledni s 10 %.
Poté, co se krysy naucily pravdépodobnost piichodu trestu, se vyzkum zabyval vlivem diazepamu na
aktivitu PFC a VTA v korelaci s chovanim. Pomoci této formy uceni studie zjistila, ze dmPFC a VTA
selektivné prizplsobuji svou reakci na akci a odménu béhem uceni se Gzkostnému podnétu, aniz by
menily svou reakci na trest. Zatimco diazepam mél zanedbatelné u€inky v dmPFC, ovlivnil korelovanou
aktivitu mezi touto oblasti a VTA v bezpetném a 6 % rizikovém bloku. Tento mechanismus ukazuje,
jak diazepam muze modulovat odpoveédi na stresové podnéty prostfednictvim zmeén v aktivité¢ PFC

a VTA.

Dalsi studie (Liu et al., 2023) se zabyvala otazkou, zda tzkostné chovani u mysi miize byt
vyvolano akutnim stresem a jaké je pusobeni oblasti PFC a basolateralni amygdaly (BLA). Vliv
akutniho stresu na dynamické zmény v nervové aktivité BLA byl zaznamenan pomoci in vivo vlaknové
fotometrie (méfeni vapnikového signalu). K tomu byla pouzita injekce adeno-asociovaného viru (AAV)
exprimujiciho protein GCaMP6s do BLA. O 28 dni pozdégji byla méfena bazalni hladina vapnikovych
signalti v ramci BLA. Poté byly mysi vystaveny stresu, ktery jim byl zptisoben vlozenim do zkumavky
(tak, aby jim t€sné ptiléhala k velikosti jejich téla) na 2 hodiny k navozeni imobiliza¢niho stresu (ARS).
Vapnikové signaly byly opakované méfeny po 2 a 24 hodinach po expozici ARS (Obrazek 7, str. 21).
Urovei izkostného chovéani u mysiho modelu byla poté zaznamenana v testu otevieného pole a v EPM
testu. Takové mysi vykazovaly zvySené tuzkostné chovani po 2 hodinach, ale ne uz po 24 hodinach
po uplynuti ptisobeni stresu. Zaroven probehlo sledovani aktivace nervovych oblasti v PFC a BLA.
Studie prokéazala, Zze zvySené uzkostného chovani bylo zprostfedkovano presynaptickym uvolnénim
glutamatu v synapsich z PFC do BLA, ktera tak vykazovala zvysenou aktivitu. Spole¢né tato zjisténi
naznaCuji, ze akutni stres zpusobuje kratkodobé zvySeni uzkostného chovani tim, Ze usnadiluje

synapticky prenos z PFC do amygdaly.
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Obrazek 7. Schematické zobrazeni metod pouzitych ve studii (Liu et al., 2023) na casové ose.
V case 0 (Day 0) probéhla injekce (beads injection) AVV. Po 28 dnech (Day 28) bylo provedeno méreni
hladiny vapnikovych signalii. Po stimulaci hlodavce 2 hodiny v ramci ARS (2 h-ARS) bylo znovu
provedeno méreni vapnikové hladiny po 2 nebo 24 hodinach (Recording at 2 h or 24 h after ARS).
Prevzato a upraveno podle (Liu et al., 2023).

Jednotlive casti PFC a jejich aktivace/inhibice pri uzkostném chovani

Pomoci optogenetickych metod byla studovana role IL PFC pfi fizeni Gzkostného chovani
na zakladé optogenetické aktivace, pfipadné inhibice. Ve studii (Chen et al., 2021) byla prave tato
skutecnost pozorovana. Adeno-asociovany virovy vektor sérotypu 2 (AAV2) byl pouzit pro specifickou
expresi aktiva¢niho kanalu ChR2 v excitacnich glutamatergnich neuronech v IL hlodavct. Toho bylo
dosazeno fuzi genu pro ChR2 s genem pro zluty fluorescen¢ni protein (YFP) pod kontrolou promotoru
CaMKlIla. CaMKIla je protein, ktery se aktivuje vapnikem a v mozkové kiife se specificky vyskytuje
v excitacnich neuronech. Pouziti promotoru pro CaMKlla tak zajist'uje, ze se ChR2 exprimuje pouze
v excitacnich neuronech. Excita¢ni neurony exprimujici ChR2-eYFP v IL byly poté aktivovany pulzy
modrého svétla (473 nm). K hypotéze, zda je IL nezbytna pro regulaci uzkosti, byl pouzit test EPM
a test otevieného pole. Bylo provedeno testovani mysi v jednom devitiminutovém bloku pro test EPM
a test otevieného pole ve 3 tfiminutovych blocich, pocinaje prvnim blokem vypnuti svétla (OFF),
nasledované zapnutim svétla (ON) pomoci souvislého sledu pulzii modrého svétla s dobou trvani pulzu
5 milisekund a poté zpét do bloku OFF. U mysi exprimujicich ChR2 (pti fazi ON) byla pozorovana
vyrazné niz§i pohyblivost v otevienych ramenech EPM a také vstup do nich. Tento fakt ukazuje,
ze aktivace glutamatergnich neuronti v IL posiluje projevy tzkostné chovani. Také byla provedena
inhibice glutamatergnich neuronii v ¢asti IL pomoci inhibi¢niho proteinu eNpHR3.0eYFP (eNpHR-
eYFP) u testovanych mys$i. Takové neurony byly hyperpolarizované, a mysi vykazovaly vétsi
explorativni chovani (dels$i ¢as straveny v otevienych ramenech EPM). Testovani prob&hlo ve stejném

¢asovém sledu jako u sledovani aktivace IL PFC.

V posledni studii byl sledovan vliv oxytocinu v PFC na tzkostné chovani. Molekula oxytocinu

reguluje behavioralni adaptace v obdobi po porodu, vcetné mateiské péce, agrese a také uzkosti.

21



Pusobeni antagonisty oxytocinu v PFC ma vliv na zvyseni uzkostného chovani a zvyseni agresivity.
Ve studii (Sabihi et al., 2014) byla pozorovdna asociace PrL oblasti PFC s oxytocinem u matek
po porodu. Byl zde pozorovan rozdil v chovani dvou druht krys (samic matek a samic, které se jimi
jestd nestaly). Uzkostné chovéani bylo pozorovano v EPM testu a testu otevieného pole. Pisobenim
oxytocinu u krysich matek doslo ke snizeni uzkostného chovani, které se projevilo jako Cast&jsi vyskyt
v otevienych ramenech EPM v porovnani s druhou skupinou krys. Po infuzi vysoce specifického
antagonisty oxytocinového receptoru (OTR-A) do PrL oblasti PFC naopak doslo ke zvySeni tzkostného
chovani pouze u samic matek. Vysledky této studie naznacuji, ze oblast PFC je povazovana na Cast

mozku, ktera se podili na zmén¢ uzkostného chovani v poporodnim obdobi v souvislosti s oxytocinem.

4.3.2 PFCa podminovani strachu

Podobné jako v predchozi podkapitole i zde budou nastinény studie, které se zabyvaly
vyzkumem v oblasti PFC a obranného chovani na mySich modelech. Typy interneuronti PFC a jejich
moznosti plisobeni na chovani se jevi jako novy smér pro vyzkum prave podminovani strachu a uceni

averzivnimu/vyhybavému chovani.

TBypy interneuronu ovliviiujici averzivni chovani

Nasledujici studie popisuje roli specifickych nervovych obvod v dmPFC, zahrnujici ¢ast PrL,
pii regulaci socidlniho strachu (social fear). Studie se zaméfila na interakce mezi riznymi typy
interneurond (IN) a jejich vliv na projekéni pyramidové neurony a nasledné chovani mysi (Xu et al.,
2019). Somatostatin-pozitivni interneurony (SST-IN) jsou hlavnimi IN, které se podileji na inhibici
parvalbumin-pozitivnich interneurontt PV-IN, disinhibuji pyramidové buiiky a nasledné zvySuji PFC
vystup v reakci na averzivni podnét béhem exprese strachu. Na zaklad¢ tfi dikazi studie potvrdila,
ze pravé SST-IN inhibuji PV-IN. Béhem projevovani socialniho strachu doslo ke zvySeni neuronalni
aktivity SST-IN. Po inaktivaci SST-IN pomoci farmakogenetickych metod doslo nasledné ke zvysené
aktivit¢ PV-IN pfi vystaveni socidlnimu strachu. Takové myS$i vykazovaly snizenou miru strachu
v socialni komote ve srovnani s kontrolnimi podminénymi my$mi. Snizeni aktivity PV-IN tedy hraje
klicovou roli pfi fizeni projevu socialniho strachu. Vysledky studie odhaluji malo znamy disinhibi¢ni
mikroobvod v PFC prostiednictvim interakci mezi podtypy IN a naznacuji, ze SST-IN zprostiedkovana

disinhibice ptedstavuje dilezity mechanismus pro fizeni obranného chovani.

U mysich samct studie (Cummings & Clem, 2020) ukazuje, Ze asociativni uceni strachu je
dano specifickou aktivitou SST-IN v PrL PFC a také, ze aktivace téchto bunék predstavuje dilezity
mechanismus pro vznik podminéného strachu. Bylo provedeno nékolik riznych méfeni pomoci
kombinace elektrofyziologie, méteni vapniku (skrze Ca2+ imaging), optogenetické manipulace (injekce
virového vektoru) a mapovani aktivity PrL. SST-IN a souvisejicich obvodi, véetné BLA. Podminovani
strachu bylo provedeno pomoci testu otevien¢ho pole na zékladé podminéného a nepodminéného

podnétu (elektricky Sok a zvukovy ton). U podminénych mysi v reakci na vybavovani paméti a regulaci
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exprese paméti strachu byla zaznamendna zvySena aktivita vapniku v PrL ¢asti PFC SST-IN.
U mysi, u kterych probéhlo podmitniovani strachu byla zvysena inhibice od SST-IN k PV-IN, coz vedlo
k disinhibici projekénich pyramidovych neuronti zodpovédnych za kédovani paméti v PFC. Studie
1 pfesto pfipousti, ze zstava nejisté, jakym zptsobem jsou SST-IN zodpovédné za disinhibici okruhi,
které se podili na kontrole zmén chovani. Navrhuje, Ze rizné drahy vychazejici z PrL PFC se vzdjemné

li$1 v trovni inhibice, kterou dostdvaji od interneuront.

4.4 Role nAChR v fizeni Uzkostného chovani a podminovani strachu

Modulace neurotransmiterit v mozku, jako jsou dopamin, serotonin a GABA, vyrazné
ovliviiyje chovani spojené s uzkosti a strachem. Nikotin naptiklad piisobi ve VTA tim, Ze pfimo aktivuje
dopaminové (DA) i GABAergni neurony, které oba exprimuji nAChR (Tolu et al., 2013). Vyzkum
nAChR se také zamétuje naptiklad na zptisob, jakym tyto receptory aktivuji nebo inhibuji jednotlivé IN
a projekéni pyramidové neurony. Tyto studie jsou Casto provadény v kontextu tizkostného a averzivniho
chovani, na kterém se nAChR vyznamné podili. V poslednich dvou kapitoldch bude zminéno nékolik
studii, které se zabyvaly jak samotnou roli nAChR v oblastech mozku hlodavct, tak nAChR

exprimovanych konkrétné v ¢astech PFC, v souvislosti s tizkostnym a obrannym chovanim.

V nedavné studii bylo provedeno nékolik riznych testl, ve kterych se autofi zabyvali otazkou,
jakym zplsobem je fizeno tzkostné chovani prostfednictvim nAChR ve VTA (Nguyen et al., 2021).
Mechanismus ucinku nikotinu ve VTA zahrnuje pfimou aktivaci DA i GABA neurontl, které oba
exprimuji nAChR, zejména podjednotku B2 nAChR. Nikotin prostfednictvim B2* nAChR aktivuje
GABAergni interneurony VTA a DA neurony projikujici do nukleus accumbens, zatimco inhibuje DA
neurony projikujici do amygdaly. Tedy po aktivaci nervové drahy VTA skrz f2* nAChR doslo k inhibici
DA neuront projikujicich do amygdaly, coz u mySich modelt vedlo k Gizkostnému chovani. Tyto mysi
po injekci nikotinu do oblasti VTA se pohybovaly pfevazné v zakrytych mistech vyvyseného bludisté
ve tvaru O (EOM). Studie naznacuje, Ze tizkostné chovani vyvolané injekei nikotinu zavisi na signalizaci

prostiednictvim B2* nAChR ve VTA.

Také sluchova ktira (auditory cortex) je zapojena do procesu podmifiovani strachu pomoci
sluchovych podminénych podnéti. Elektrické Soky aktivuji disinhibici mikrookruht ve sluchové kiie
prostiednictvim aktivace cholinergnich neuronti v pfednim mozku, které ve sluchové kute uvoliiuji ACh
a aktivuji mistni nAChRs. Tento proces je klicovy pro podminovani strachu (Letzkus et al., 2011).
Pred podminovanim strachu byly do sluchové kiry aplikovany antagonisté nAChR; mecamylamin
(MEC) a metylkakonitin (MLA). Tato manipulace vedla ke snizeni miry strachu béhem testovani o 24
hodin pozdé&ji, coz naznacuje, ze aktivace nAChR je nezbytna pro podminovani strachu. Antagonisté
nAChR blokovali excitaci IN v L1, coz vedlo ke snizeni inhibice PV-IN vL2/3. Inhibice PV-IN tedy
neni pfimym dusledkem plsobeni ACh na PV-IN, ale probiha prostiednictvim IN v L1. Testovanim

optogenetickou stimulaci, ktera vedla k inhibici PV-IN (béhem a 5 sekund po elektrickém Soku)
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a nasledn¢ disinhibici pyramidovych projekénich neuront v L2/3, vykazovaly mysi snizenou odpoved’
na strach po 24 hodinach od prob&hnuti podmitiovani strachu. Vysledky studie potvrzuji, ze disinhibice
projekénich pyramidovych neuronti zprostfedkovand nAChR ve sluchové kufe je nezbytna

pro asociativni uceni strachu.

4.5 Role a42 a a7 nAChR v PFC

Posledni kapitola se zaméti na roli nAChR, které¢ obsahuji podjednotky 04p2 a a7 a jsou hojné
zastoupeny v PFC. Mnoho studii si klade za cil zhodnotit zmény tzkostného chovani vyvolané modulaci
jednotlivych podtypti nAChR v riiznych castech PFC. Aktivitu nAChRs je mozné modulovat napiiklad
farmakologicky, aplikaci nikotinu nebo jiného nikotinového agonisty, nebo pomoci KO vybranych
nikotinovych podjednotek ptipadné dalSich proteind podilejicich se na nikotinové signalizaci. Vyzkum
v oblasti PFC se prevazné zaméiuje na nAChR obsahujici podjednotky a4p2 a a7, které budou i v této
kapitole popsany jak v souvislosti s izkostnym a averzivnim chovanim, tak i jako mozny terapeuticky

cil uzkostnych poruch.

Studie provedend (Eppolito et al., 2010) se zaméfila na u€inky prenatalni a postnatalni
expozice nikotinu u hlodavct a jeji dlouhodobé dopady na chovani a kognitivni funkce v dospélosti.
Hlodavci byli vystaveni nikotinu béhem tfetiho trimestru (kritické obdobi pro vyvoj mozku)
a po narozeni prostiednictvim matetského mléka. Chovani dospélych hlodavcl bylo hodnoceno pomoci
testu EPM. Hlodavci, ktefi byli vystaveni nikotinu, vykazovali zvySenou izkost ve srovnani s kontrolni
skupinou. V ramci paradigmatu podminovani strachu byla sledovana schopnost extinkce, tedy vymizeni
naucené reakce strachu. Hlodavci vystaveni nikotinu méli problémy s extinkci strachu, coz naznacuje
poruchy kognitivnich funkci spojenych se strachem. Metodou analyzy mRNA byla zkoumana exprese
podjednotek 04, a7 a B2 nAChR v hipokampu (VTA) a v PFC (PrL a IL). Vysledky ukazaly snizenou
expresi téchto podjednotek u hlodavet vystavenych nikotinu, coz mize souviset s pozorovanymi
behavioralnimi zménami. Tato studie naznacuje, Ze prenatalni i postnatalni expozice nikotinu u hlodavct
vede k trvalym zméndm v kognitivnich funkcich souvisejicich se strachem v dospélosti. Studie
zdlrazije dulezitost vyzkumu vlivli prenatalni a postnatalni expozice Skodlivym latkdm, jako je
nikotin, na dlouhodobé zdravi a chovani. Zaroven upozoriiuje na potencialni rizika, kterd takova
expozice predstavuje pro vyvoj mozku, ¢imz jej €ini nachylnym k trvalym neurobehavioralnim

zmeénam.

Studie provedena (Tekinay et al., 2009) ukazala, Ze delece Lynx2, sav¢iho prototoxinového
genu, ktery je vyrazn€ exprimovan v oblastech mozku PFC, BLA a thalamu (MDT), vede ke zvySenému
uzkostnému chovani. Lynx2 se vaze na nervové nAChR (pfedevSim podjednotku 04p2), moduluje
tak jejich aktivitu a jeho absence méni ucinek nikotinu na glutamatergni signalizaci v PFC. Modelové
my$i s KO Lynx2 vykazovaly zvySené tzkostné chovani v testu light-dark transition test, EPM 1 pfi

podminovani strachu. In vitro byla pozorovana vazba LYNX2 na nAChR, kterd vedla ke zvySené
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desenzitizaci receptoru a snizeni afinity k ACh. V disledku toho studie pfedpoklada, ze ztrata LYNX2
zpusobi naopak zvySeni aktivity nAChR v neuronech exprimujicich Lynx2. Vstupy z oblasti MDT
v L5 PFC jsou modulovany 2* nAChR (Poorthuis & Mansvelder, 2013). Vysledky studie naznacuji,
vzhledem k vysoké urovni exprese Lynx2 v MDT, ze zvySend glutamdtergni aktivita v pyramidovych
neuronech v L5 PFC u mysi s KO mtize byt disledkem inhibice LYNX2 na nAChR. Lze tak oc¢ekavat
zvysenou aktivitu BLA, jakozto dusledek presynaptického uvolnéni glutamdtu z PFC do BLA,
coz prispiva ke zvySenému strachu a tzkostnému chovédni u mysi s KO. Studie pfipousti, ze tcinky
LYNX2 mohou byt zprosttedkovany nékolika riiznymi typy nAChR, pokud jsou exprimovany spolecné
s LYNX2. V kazdém misté okruhu souvisejiciho s uzkosti, kde je Lynx2 exprimovan, se tedy piesné

mechanismy, kterymi LYNX2 pftispiva k regulaci tizkosti, mohou lisit.

Ischemie mozku, ktera mtize byt zpisobena mozkovou mrtvici nebo nizkym priutokem krve
do mozku, vede k riznym neurologickym porucham, véetné kognitivnich a behavioralnich dysfunkci.
Vareniklin, 1€k pouzivany k odvykani koufeni, vykazuje agonistickou aktivitu na podjednotku a7
a ¢asteCnou agonistickou aktivitu k podjednotce 04p2 nAChR, které jsou vyznamné exprimovany v PFC
a hraji roli v uzkostném a obranném chovani. Cilem posledni studie (Seyedaghamiri et al., 2022) bylo
prozkoumat, zda vareniklin miize zmirnit kognitivni a behaviordlni poruchy, zanét, apoptozu
a synaptickou dysfunkci u mysi s ischemii PFC. Mysi byly rozdéleny do tii skupin: kontrolni, falesné
ischemie PFC a trombotické ischemie PFC. Po 24 hodinéach od indukce ischemie PFC mysi ve skupiné
s vareniklinem dostavaly 3 mg/kg 1€ku peroralné po dobu 7 dnli. Analyza mozkové tkané pomoci
Western blot a imunohistochemie ukazala, Ze podavani vareniklinu vedlo ke snizeni zanétlivych
markerd (TNF-a, IL-1B) a apoptickych markerti (caspase-3, Bax) a ke zvySeni exprese synaptickych
proteinti (PSD-95, synapsin-1). Navic doSlo ke sniZeni uzkostného chovani v testech otevien¢ho pole
i EPM u mysi s ischemii PFC. Tyto vysledky naznacuji, Ze vareniklin by mohl zmirnit Gzkostné
a obranné chovani prostfednictvim své agonistické aktivity na a7 a a4p2 nAChR, coz podtrhuje jeho
potencial jako terapeutické strategie pro 1é¢bu neurologickych poruch souvisejicich s uzkosti

zpusobenych ischemii mozku.

5 Zaveér

Ve své praci jsem se zabyvala otdzkou, zda a jakym zptisobem nAChRs v PFC ovliviuji
uzkostné a averzivni chovani a podminovani strachu. Mechanismy, které se na tomto typu chovani
podileji, jsou dualezité, nebot’ predstavuji zasadni roli pii vzniku poruch jako je GAD nebo PTSD.
Porozuméni témto mechanismim je klicové pro vyvoj novych a u¢innéjsich terapeutickych prostredkt
téchto onemocnéni. Soucasné poznatky ukazuji, Ze nAChRs mohou slouzit jako potencidlné ucinny
terapeuticky cil v 1écbé uzkostnych poruch. Na druhou stranu, mechanismy podilejici se na vzniku
téchto poruch arole, jakou v nich nAChRs zaujimaji, nejsou stale dostatecné objasnény a vyzaduji dalsi

vyzkum.
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problémt, postihujici znacné procento populace. Pro studium téchto poruch a s nimi souvisejiciho
uzkostného a averzivniho chovani jsou nepostradatelné specidlni zvifeci modely. Tyto modely lze
geneticky upravit pro zkoumani fyziologickych, behaviordlnich a molekularnich mechanismt
uzkostnych a stresovych poruch. Nejcastéji se pouzivaji hlodavci, zejména mysi a potkani. Behavioralni
testy, jako je test oteviené¢ho pole, EPM, stres vyvolany elektrickym Sokem a dalsi, jsou kli¢ové

pro sledovani mechanismt podilejicich se na vzniku tzkostnych a stresovych poruch.

Jednou z hlavnich oblasti mozku zapojenych do regulace uzkostného chovani je PFC.
Porozuméni fungovani PFC vyZzaduje detailni znalost typt bunék, jejich aktivaci prostfednictvim
dalkovych vstupli a zpracovani informaci lokalnimi obvody (Anastasiades et al., 2021). U hlodavct je
PFC rozd¢lena do ctyi vrstev obsahujicich projekéni pyramidové neurony a inhibi¢ni interneurony,
které jsou klicové pro chovani spojené se strachem a tzkosti. Velky vyznam v tomto chovani maji
naptiklad SST-IN a jejich disinhibice pyramidovych neurond. Dalsi studium téchto interneurontl a jejich
obvodd mize odhalit principy diilezité pro ukladani, upeviiovani a vyhledavani informaci, coz je klicové
pro averzivni chovani a podminovani strachu (Cummings & Clem, 2020). Jednotlivé podoblasti PFC
jsou zapojeny do fizeni chovani souvisejicim s tuzkosti. Tyto role jsou dany nebo se dale propisuji
do dalsich oblasti mozku, s kterymi je oblast PFC propojena, jako je amygdala, hipokampus nebo VTA.
Prostfednictvim nervovych spoji je zajisténa regulace podminénych reakci strachu a explorativniho
chovani v prosttedich vyvolavajicich uzkost (Adhikari et al., 2010). Vyzkum mozkové aktivity
v pfislusnych oblastech vcetné PFC zahrnuje monitorovéni projekénich a inhibi¢nich neurond,
stereotaktické operace virového vektoru nebo méfeni vapnikové signalizace. Zvyseného uzkostného
chovani Ize dosadhnout pomoci aktivace glutamatergnich neuronti v IL, nebo skrz antagonisty oxytocinu,

ktery puisobi v PrL ¢asti PFC (Chen et al., 2021; Sabihi et al., 2014).

nAChRs jsou v PFC hojné a zaroven specificky exprimovany v jednotlivych typech
projekénich neurontl a interneurond. Exprese nAChRs v PFC zaroven vykazuje specifické odli$nosti
v zavislosti na konkrétni korové vrstveé. Neuroanatomické udaje spolu s nejnovéjSimi poznatky o expresi
nAChR v mozku ndm umoziiuji 1épe porozumeét vztahu mezi nikotinem a uzkosti (Terry et al., 2023).
Problematika uzkosti a zkostnych poruch je tzce spojena s nAChR v PFC, zejména s podjednotkami
04p2 a a7. Studie ukazuji, Ze snizena exprese téchto podjednotek muize vést k rozvoji uzkostného
a obranného chovani (Eppolito et al., 2010). Pfesto neni zcela jasné, jak pfesné¢ nAChR reguluji aktivitu
PFC v jednotlivych korovych vrstvach (Poorthuis et al., 2013). Pro Gplné pochopeni vyznamu nAChR
v PFC je nutné studovat jejich lokalizaci a konkrétni efekty v mozkovych strukturach (Bloem et al.,
2014). Tento vyzkum je zasadni pro porozumeéni fyziologickym mechanismtim, které stoji za tizkostnym

chovanim, a muze pfispet k vyvoji novych terapeutickych strategii pro 1écbu tizkostnych poruch.
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