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Abstrakt

Sluchova ztrata zpiasobena starnutim, nazyvana presbyakuze, se stavd jednou
z nejcastejSich zdravotnich postizeni starSich osob. Navzdory intenzivnimu vyzkumu jsou zmény
sluchu spojené se starnutim stale malo prozkoumany a vzhledem k dlouhodobému starnuti
populace je velmi zddouci prohloubit znalosti mechanizmt presbyakuze. Zaméiili jsme se proto
na zjisténi zmén, které nastavaji ve struktufe a funkci sluchového systému mozku pokusnych
zvitat v souvislosti se starnutim.

V prvni studii jsme ovétovali hypotézu sniZzené inhibi¢ni funkce mozku u potkana béhem
starnuti tim, ze jsme hodnotili zmény v obsahu dvou izoforem enzymu glutamatdekarboxylazy
(GAD65 a 67), ktery je klicovou molekulou pro syntézu GABA. Nase vysledky prokazaly
vyuzitim metody western blot celkovy pokles hladin proteint GAD65 a GAD67 a na zédkladé¢
imunohistochemie vyznamné zmény v imunoreaktivit¢ GAD65 a GAD67 v colliculus inferior
a ve sluchové kiife potkana béhem starnuti. Snizil se pocet GAD65- a 67-imunoreaktivnich tél
neuront a poklesla jejich optickd denzita. Ziskana data vykazuji podobny charakter zmén, maji
podobny prubéh u obou izoforem GAD a i u obou sledovanych kment potkant -—
rychlestarnouciho kmene Fischer 344 (F344) i fyziologicky starnouciho kmene Long Evans (LE).

V dalSim experimentu jsme hodnotili zmény kalbindinu (CB) a kalretininu (CR), vapnik
vazicich protein, které se v centralni ¢asti sluchového systému vyskytuji prevazné
v GABAergnich neuronech. Jejich uloha byva spojovana s neuroprotektivni funkci, av§ak jejich
zmény b&hem starnuti nejsou prili§ znamy. NaSe vysledky prokdzaly vyrazné sniZeni hladiny
proteinit CB a CR, stejné tak snizeni poc¢tu 1 objemu CB-ir a CR-ir neuront v pritbé¢hu starnuti
v hornich etazich sluchové drahy u potkanti kmene LE a F344. Stejné jako v piedchozim
experimentu i1 zde namétend data vykazuji uniformni charakter téchto zmén. Za prvé pozorované
zmény byly obdobné jak v podkorovych, tak korovych oblastech centrdlni sluchové drahy,
ale také ve zrakové kure. Za druhé stdrnutim zplsobené zmény vykdzaly u obou sledovanych
kmenti podobny prubéh. Za treti data ziskana metodou western blot byla v zasad¢ ve shod¢ s daty
ziskanymi imunohistochemickymi metodami. Navic jsme prokézali, Ze pokles v hladinach CB
byl vyraznéjsi nez u CR.

Zakladem tfetiho experimentu byla skuteCnost, ze starnuti sluchového systému se
manifestuje nizsi reaktivitou na zvukové podnéty. Testovali jsme proto oba zminované kmeny

potkanti v testu ulekové reakce (ASR) a v testu prepulzni inhibice (PPI), a to ve tfech riznych



vekovych kategoriich. Nase vysledky ukazuji, Ze mezi potkany kmene LE a F344 existuje rozdil
ve zménach ulekové reakce na zvukovy stimul v souvislosti se starnutim. Potkani F344 maji
menSi ASR amplitudy nez potkani LE témétf ve vSech piipadech zvukové stimulace. ASR
amplitudy u potkan F344 ve srovnani s kmenem LE klesaji béhem starnuti rychleji. Stejné tak
prepulzni inhibice se manifestuje u F344 potkanit méné nez u LE. Nicmén¢ relativni pokles PPI
pfi starnuti je u obou kmeni podobny a signifikantniho snizeni PPI se dosahuje pouze u starych
zvitat.

Stejnou metodiku jsme pouzili v posledni studii, v niZz bylo naSim cilem zjistit
behavioralni reaktivitu na zvukové podnéty v dospélosti po hlukové expozici v raném véku.
Behavioralni reakce by mohly odrazet zménény charakter reprezentaci riznych frekvenci zvuku.
Nase data ukazala, Ze audiogramy potkani s ranou expozici hluku a potkanil bez expozice se od
sebe v dospélosti vyznamné neli§i, amplitudy ASR jsou vSak u exponovanych zvifat mensi
v ptipad¢ velké intenzity bilého Sumu a ténovych podnétii o frekvenci > 4 kHz a také uCinnost
PPI je u exponovanych =zvifat signifikantn¢ vys$i pifi nizkych intenzitach prepulzu
(20-30 dB SPL) oproti kontrolnim zvifatim. Celkové tyto studie naznacuji, jaké zmény se
mohou vyskytnout ve sluchovém systému mozku potkana v souvislosti se starnutim a jaké

behavioralni testy mohou jako indikator téchto zmén slouzit.

Kli¢ova slova: sluch, starnuti, Fischer 344, Long Evans, GAD, GABA, kalbindin, kalretinin,
ASR, PPI, rand hlukova expozice.



Abstract

Age-related hearing loss, presbyacusis, is becoming one of the most common health
disabilities in elderly people. Despite intensive research, age-related changes are still poorly
understood and, given the continuous aging of the population, it is desirable to improve our
knowledge of the mechanisms of presbyacusis. Consequently we decided to study age-related
changes that appear in the structure and function of the central auditory system in the brain
of experimental animals.

In the first experiment we tested the hypothesis that during aging there is substantial
decline of GABA-mediated inhibition in the central auditory system of the rat. We evaluated
levels of both isoforms of glutamatedecarboxylase (GAD65, GAD67), a key enzyme in GABA
synthesis. Western blot analysis revealed an overall decrease in levels of both isoforms in the
inferior colliculus as well as the auditory cortex in aged rats. The same pattern was found when
we used immunohistochemistry analysis; there was a decrease in the number of GAD65 and
GADG67-ir neuronal bodies and a decrease in the density of the labeling. The results were similar
for both GAD isoforms and both studied strains — the normally aging Long Evans strain (LE) and
the Fischer 344 (F344) strain known for accelerated aging.

In the next experiment we evaluated age-related changes in two calcium binding proteins,
calbindin (CB) and calretinin (CR), present in the auditory system predominantly in GABAergic
neurons. Their neuroprotective function has been extensively studied, however, their role during
ageing is yet to be fully uncovered. Our results showed a significant decrease in CB and CR
protein levels and a decrease in the number and volume of CB-ir and CR-ir neurons during aging
in the upper parts of the auditory pathway, both in LE and F344 rats. Like in the study with GAD,
the changes displayed a uniform pattern. First, the decline observed was found in both the
subcortical and cortical levels of the auditory pathway, but also in the visual cortex. Second, both
strains displayed comparable age-related changes. Third, the western blot protein analysis was
in line with the immunohistochemistry cell analysis. In addition, CB declined more significantly
than CR.

The third experiment focused on behavioural observations of well known age-related
decreases in responsiveness to auditory stimuli. We evaluated both the aforementioned rat strains
at three different stages of their life using the acoustic startle reflex test (ASR) and prepulse

inhibition (PPI). Our results confirmed different age-related changes of the startle responses



in LE and F344 strains. F344 rats showed lower ASR amplitudes compared to LE rats across all
types of acoustic stimuli presented. ASR amplitudes decreased faster at each age in F344 than
in LE rats and PPI was manifested to a lesser extent in F344 than LE rats. However, relative
decline remained the same for both strains, reaching significancy only in aged animals.

The same methodology was used in the fourth study in an attempt to evaluate changes
in the responsiveness to acoustic stimuli of adult rats exposed to noise stimuli during early
development. Such changes could reflect altered representations of various parameters of sound
in the central auditory system. Audiogram data showed that, in adolescence, auditory thresholds
of exposed rats were not different from those of unexposed animals. However, in exposed rats
ASR amplitudes were smaller at higher intensities of white noise and higher frequencies of tonal
stimuli (> 4 kHz). Moreover, PPI was expressed more at lower prepulse intensities
(20-30 dB SPL) in exposed rats. In summary the results of our studies reveal age-related changes
in the central auditory system of rats and gives suggestions as to what type of behavioral methods

can serve in the detection of these changes.

Keywords: audition, aging, Fischer 344, Long Evans, GAD, GABA, calbindin, calretinin, ASR,

PPI, early noise exposure



SEZNAM ZKRATEK

ABR (auditory brainstem responses) — objektivni audiometrie, akustickym podnétem vyvolané odpovédi
mozkového kmene

AIF (amplitude-intensity function) — funkce zavislosti amplitudy ABR na intenzité¢ zvukového podnétu

AMPA - kyselina a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova

ASR (acoustic startle reflex) — ulekova reakce na neoc¢ekavany zvukovy podnét o vysoké intenzité

CB — kalbindin

CClI (nucleus centralis colliculi inferioris) — centralni jadro colliculus inferior

CF — charakteristicka frekvence

CGM — corpus geniculatum mediale

CGMD - dorzalni ¢ast corpus geniculatum mediale

CGMV - ventralni ¢ast corpus geniculatum mediale

CI - colliculus inferior

CNS — centralni nervova soustava

CR — kalretinin

dB SPL (sound pressure level) — hladina intenzity zvuku [dB SPL]= 20xlog (P/P,), kde P, je zakladni

akusticky tlak (2x10” Pa)

DCI (nucleus dorsalis colliculi inferioris) — dorzalni kiira colliculus inferior

DPOAE (distorsion products of otoacoustic emissions) — distorzni produkty otoakustickych emisi

ECI (nucleus externus colliculi inferioris) — externi klira colliculus inferior

ECL — metoda zesilené chemiluminiscence

F344 — kmen Fischer 344

GABA (gamma-aminobutyric acid) — kyselina gamma-aminomaselna

GAD (glutamic acid decarboxylase) — glutamatdekarboxylaza

HRP (horse radish peroxidase) — kienova peroxidasa

IHC (inner hair cell) — vnitini vlaskova buiika

-ir — imunoreaktivni

LE — kmen Long Evans

LTP (long-term potentiation) — dlouhodoba potenciace

MNTB (medial nucleus of the trapezoid body) — medialni jadro trapézového télesa

mRNA (messenger ribonucleic acid) — mediatorova ribonukleova kyselina

NMDA — N-methyl-D-asparagova kyselina

OHC (outer hair cell) — vnéjsi vlaskova buiika

OSL — oliva superior lateralis

OSM - oliva superior medialis

PBS — fosfatovy pufr

PPI (prepulse inhibition) — prepulzni inhibice

PV — parvalbumin

S.D. (standard deviation) — smérodatna odchylka

SDS — dodecylsulfat sodny

S.E.M. (standard error of the mean) — stiedni chyba priméru

SK — sluchova ktira (oblasti Tel + Te3 — pro ucely této prace)

TBST — Tris-buffered saline Tween-20

Tel,2,3 — anatomické oblasti sluchové kiiry (primarni, sekundérni)

Tween 20 — polyoxyethylensorbitanmonolaurat

V1,2 — anatomické oblasti zrakové kiry (primarni, sekundarni)

VVP — vapnik vazici proteiny

WN (white noise) — bily Sum

ZK — zrakova kiira (oblasti V1 + V2 — pro tcely této prace)
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1. UVOD

Starnuti je ptirozenym fyziologickym déjem. Ve sluchovém systému se starnuti projevuje
zhorSenou sluchovou funkci zpiisobenou hlavné ubytkem sluchovych receptorovych bunék
v kochlee. Sluchova ztrata zplsobend starnutim, nazyvand presbyakuze, se v soucasné dobé
vyskytuje zhruba u 40 % lidi ve véku nad 65 let (Gates & Mills, 2005). Tim se presbyakuze stava
druhou nejcastéjsi pticinou zdravotniho postizeni starSich osob. V soucCasné dobé neni znam
zadny zpisob 1écby tohoto sluchového postizeni. Stfedni sluchovou ztrdtu je mozno alespon
castecné¢ kompenzovat sluchadly, pii Uplné hluchoté je mozné vyvolat urcity sluchovy vjem
pouzitim elektronické sluchové nahrady (endokochlearni neuroprotézy).

Navzdory intenzivnimu vyzkumu jsou zmény sluchu spojené se starnutim stile malo
prozkoumany a vzhledem k dlouhodobému starnuti populace je velmi Zadouci prohloubit znalosti
mechanizmil presbyakuze. Kromé zmén na periferii se specifické zmény souvisejici se stafim
projevuji 1 ve sluchovych nervovych centrech. Cilem této dizertacni prace bylo na modelu
laboratornich hlodavci piispét k lepSimu poznani déji, které se starnutim ve sluchovém systému

souviseji.

1.1. Fyziologie a anatomie sluchového systému

Zvuk je mechanické vinéni pruzného prostiedi, miize byt pfenaSen jak vzduchem,
tak kapalinou ¢i pevnou latkou. U zivocichli je zvuk detekovan a zpracovavan sluchovym
systémem. Rozsah slysitelnych frekvenci se u jednotlivych druhi zivoc¢icht vyrazné 1isi, odviji se
od ekologickych naroki a zplsobu komunikace. Nejpozoruhodnéjsi ekologickou adaptaci
piedstavuje echolokace, ktera vyuziva odlisné odrazivosti zvukovych vin podle jejich frekvence.
Mensi vinové délky se odrazeji i od malych objektl, jako je hmyz (Houston et al., 2004).
Nejvyssi tony v zivocisné {isi jsou proto schopni zachytit netopyfi, u kterych se udava frekvence
az 210 kHz (Fenton & Bell, 1981). Jen o néco malo nize nachazime horni limit sluchu u dalSich
echolokaci pouzivajicich zivocichi, jako jsou velryby a delfini. Nejvétsi rozsah slySitelnych
frekvenci je pravé u delfint, jejichz sluch pokryva 10 oktav: 100 Hz — 150 kHz (Au, 2004).

Infrazvuk (frekvence < 20 Hz) se dobie piendsi na velké vzdalenosti, a proto jej pouzivaji pro
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komunikaci velci zivoc¢ichové, naptiklad okapi, nosoroZzci a sloni (Langbauer et al., 1991; Payne
et al., 1986). U clovéka je frekvencni rozsah 16 Hz — 20 kHz, zatimco b&zné€ pouzivana
laboratorni zvifata (mys, potkan, morce) sly§i mnohem vyssi frekvence. U pigmentovaného
laboratorniho potkana se udava rozsah 25 Hz az 70 kHz (Heffner et al., 1994). Potkan muze
dokonce vnimat i1 hlubsi zvuky, avSak pouze diky tomu, Ze rozechvivaji hmatové vousky, vibrisy

(Neimark et al., 2003).

1.1.1. Periferni cast sluchového systému

Schopnost detekovat zvuk nalézame ve vyvojové linii obratlovct jiz u ryb, které k tomu
pouzivaji systém neuromastli postranni Cary. Sluchovy organ (obr. 1) byl pivodné pouze
organem rovnovaznym (Sigmund et al.,, 1994), funkce detekovat zvuk se vyvinula az
u suchozemskych obratlovei (detailni prehled jeho funkce viz Syka et al. (1981b)). Pred
transformaci zvukového podnétu ve vzruch nervovych bunék je zvuk filtrovan, zesilovan
a frekvencné oddélen. V tomto sofistikovaném systému se u savcl jako prvni uplatiuje boltec
(obr. 1A), ktery je u mnoha druhli pohyblivy, av§ak u primatd nepohyblivy, a funguje jako
frekvenéné zavisly smérovy piijimac. Pfichazejici zvukové viny nejen filtruje, ale také zesiluje
a usmeériuje je do zvukovodu, kde se diky efektu pasivni rezonance urcité frekvence dale zesiluji.
U clovéka je to nejvice kolem 3 kHz (Purves, 2004; Shaw, 1974; Syka et al., 1981b), coz
odpovida prevazujici frekvenci lidské feci, zatimco u potkana je to kolem 17-20 kHz (Gratton et
al., 2008; Koka et al., 2008). Na konci zvukovodu zvuk rozechviva pruznou membranu bubinku
a systémem tii kastek (kovadlinka, kladivko, tfrminek) je opét zesilovan. VInéni vzduchu s velkou
vychylkou o malém tlaku se pfevadi na vinéni perilymfy s malou vychylkou o vétSim tlaku.
Uplatnuje se pfitom pohyb na pace u stiedousnich klstek a déle je tlak zesilovan diky tomu, ze
vibrace jsou piendseny z velké plochy bubinku na mnohem mensi plochu ovalného okénka.
Pohyb tfrminku rozechviva prostifednictvim ovalného okénka perilymfu v hlemyzdi.

Hlemyzd’ (kochlea) je soucést vnitiniho ucha, pfipominajici svym spiralovitym tvarem
ulitu hlemyzd€. Podélné je hlemyzd’ rozdélen na tii Casti: scala tympani a scala vestibuli,
obsahujici perilymfu, a scala media, vyplnénou endolymfou. Scala media obsahuje vlastni

sluchovy organ, Cortiho orgéan, coz je systém tii fad vnéjSich vlaskovych bunék (outer hair cells,
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OHC), jedné tady vnitinich vlaskovych bun¢k (inner hair cells, IHC) a podpirnych bunck
umisténych na bazilarni membrané (obr. 1C,D,E). U c¢lovéka je kolem 3000 IHC a 12000 OHC,
potkan mé asi 1000 THC a 3500 OHC (Dannhof & Bruns, 1993). V porovnani se 120 miliony
ty€inek a 5 az 7 miliony cCipki v sitnici oka je pocet sluchovych receptorovych bun¢k relativné

nizky.

Tektorialni

membrdna Stereocilie

a - Stereocilie vnitinich
vlaskovych bunék

b - Stereocilie vnéjsich | Bazilirni Vnitini Cortiho ~ axony
vlaskovych bunék Aferentni membrana vlaskove tunel
axony buiiky

Obr. 1: Periferni cast sluchového systému.

A — vnéjsi ucho; B — vestibulokochledrni organ, C — prirez kochleou, D — Cortiho organ, E — fotografie
vnitinich a vnéjsich viaskovych bunék z elektronového mikroskopu.

Obrazky A — D upraveny z Purves (2004);

obrazek E upraven 7 "scienceblogs.com/retrospectacle/2006/06/10/hear-hear-a-primer-on-the-coch-1"
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IHC predstavuji vlastni sluchové receptory. Pohyb endolymfy zptsobeny zvukovou vinou
ohyba vlasky IHC, které funguji jako mechanoreceptory. Elektrochemicky potencial endolymfy
je +80 mV, zatimco intracelularni prostiedi [HC ma -40 mV. Ohnuti vlasku jednim smérem
zpusobi otevieni mechanicky ovladaného iontového kanalu pro draslikové kationty. Ty se proto
pohybuji ve sméru elektrického gradientu a pronikaji do buiiky. Timto se membranovy potencial
IHC zvysi a na bazi bunky dojde k vylevu mediatoru, glutamétu, ktery se vaze na AMPA
receptory vybézku bipolarnich bunék spiralniho ganglia a vznikne nervovy vzruch, ktery se dale
§$ifi po nervovém vlakné (Matsubara et al., 1996). Na kazdou IHC je napojeno az 20 aferentnich
vybeézkl nervovych bunék.

OHC se v evoluci objevuji az u savcu (Fritzsch et al., 2013) a souvisi s lepsi detekci
vysokofrekven¢niho zvuku (Rossiter et al., 2011). Je pro né€ charakteristické, ze na svém vrcholu
maji stereocilie uspotadané do tvaru W, které se zanotuji do tektoridlni membrany. OHC mohou
na zéklad¢ stimulace kontrahovat, ¢i se prodluzovat. Obsahuji kontraktilni proteiny aktin, myosin
a prestin, pficemz prestin tvoii hlavni slozku, kterd aktivné reaguje zkracenim nebo prodlouzenim
na podnét, kterym je zména membranového potencidlu (Dallos, 2008). Kontrakce vyvolaji
miniaturni pohyb endolymfy, ktery nicméné muizeme detekovat jako tzv. otoakustické emise.
Funkce OHC spociva v zesileni zvukovych signalt a zvySeni citlivosti IHC. Pfi selektivnim
funkénim vytazeni OHC se sluchovy prah zvysuje asi o 40 dB. Kazda OHC tvoii synapse
snervovymi vladkny eferentniho nervového systému, ktery miize aktivné ovliviiovat
mikromechanické vlastnosti OHC (obr. 1D).

Zvukové viny vyvolavaji pohyb v urcité ¢asti 4 3
bazilarni membrany v zavislosti na své frekvenci: Apikalni cast
nizké frekvence rozechvivaji membranu blize 5
k helikotrematu, vysoké frekvence blize k ovalnému
okénku. Tim dochazi kanalyze zvuku piimo

v hlemyzdi. THC v apikdlnich c¢éastech jsou tedy 7

drazdény nizkofrekvenénim zvukem, zatimco IHC na
bazi hlemyzdé reaguji na vysoké frekvence. Toto /Bazélniéést
rozdéleni podle frekvence zvuku (tonotopie, obr. 2) se 20 kHz

udrzuje dale ve vzestupné draze az ke sluchové kure.

Neurony sluchového systému jsou charakterizovany Obr. 2: Tonotopické uspoiddani kochley
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odpovédi. Rozmisténi téchto neuront ve sluchovych jadrech urcuji tonotopii téchto jader.

1.1.2. Centralni cast sluchového systému

1.1.2.1. Aferentni drahy

Prvnim neuronem centralni c¢asti sluchové drahy (obr. 3) jsou bipolarni bunky
kochlearniho spirdlniho ganglia (detailni piehled aferentnich drah viz Carr et al. (2008);
Malmierca a Merchan (2004); Syka et al. (1981b)). Ve spirdlnim gangliu se rozliSuji dva typy
neurontl. Pfevazuji neurony typu I (90-95 %), coZ jsou bipolarni, myelinizované neurony
inervujici IHC a prenasejici (striktn€ tonotopicky) zvukovou informaci z kochley do vyssich casti
centralni sluchové drahy. IHC komunikuje az s cca 20 dendrity raznych neuront, pficemz
nejhustsi synaptické spojeni je v mistech, kde je kochlea na zvuk nejcitlivejsi (Meyer et al., 2009;
Nadol, 1988; Spoendlin, 1969; Spoendlin, 1972). Neurony spiradlniho ganglia typu II (5-10 %)
tvofi slabé myelinizované bipolarni (pfipadné unipolarni) neurony komunikujici s OHC
(Nayagam et al., 2011). U OHC je pomér inervace opacny — jeden dendrit neuronu typu II
inervuje kolem 20 OHC (Mgller, 2000; Spoendlin, 1972). Axony neuronti spiralniho ganglia typu
I a II se sbihaji a jako sluchova cast nervus vestibulocochlearis opousti stfedousni dutinu
a zanoiuji se ptes meatus acusticus internus do mozkového kmene. Tam se vétvi a konci bud’ ve
ventralnim kochlearnim jadie (rozliSuje se dale na anteroventralni a posteroventralni) nebo
dorzélnim kochlearnim jadfe, pficemz si stdle zachovavaji tonotopické uspofadani (Romand
& Avan, 1997). Vldkna sluchového nervu s nizkou charakteristickou frekvenci sméiuji prevazné
do ventralnich ¢asti vSech tii oblasti kochlearniho jadra, se stoupajici charakteristickou frekvenci
jsou inervovany dorzalngjsi casti. Vldkna neurona typu II kon¢i ve ventradlnim kochlearnim
jédte, jejich vyznam vSak neni zcela zndm (Ryugo & Parks, 2003).

V kochlearnim jadfe dochazi k prvnimu zpracovani sluchové informace. Morfologie
neuront uzce koreluje s jejich funkci. Existuji zde napt. neurony, které svym jednoduchym
vybojem signalizuji pocatek zvukového podnétu (chobotnicové buiiky), jiné doprovazeji zvukové
podnéty akénimi potencialy s pravidelnou frekvenci (tzv. choppery). U hlodavct se zde vyskytuji

neurony s axony o velké tloustce, které inervuji kontralateralni zadni retikularni jadro Varolova
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mostu a které se Ucastni reflexu ulekové reakce (Sinex et al., 2001). Dorzalni kochlearni jadro se
poprvé vyskytuje u savet (Carr et al., 2008). U potkanli md dokonce laminarni strukturu,
u ¢lovéka nikoliv (Malmierca, 2003). Jeho neurony vysilaji axony vzhiru do ipsilateralni olivy
superior. Jiné axony sméfuji do kontralaterdlni casti tegmenta jako stria acustica dorsalis,
postupuji rostralnim mostem vzhiiru a inervuji colliculus inferior (CI). Ventralni kochledrni jadro
vysila aferenty pies stria acustica ventralis (corpus trapezoideum) do kontralateralni
1 ipsilateralni olivy superior (pfehled spoji kochlearnich jader viz Cant & Benson (2003)).

Cely komplex olivy superior je tvoien nucleus olivaris superior medialis, nucleus olivaris
superior lateralis, nucleus ventralis corporis trapezoidei, nucleus medialis corporis trapezoidei
a nucleus paraolivaris superior. Neurony dostavaji informaci z obou kochlei a i zde jsou
tonotopicky organizovany. Jejich funkce spocivad v prostorové lokalizaci zvuku tim, Ze
porovnavaji vstup zvukové informace z obou usi a hodnoti rozdil v ¢ase a intenzité. Casovy
rozdil je analyzovan v nucleus olivaris superior medialis, zatimco rozdil v hladin¢ intenzity
zvuku je vyhodnocovan v nucleus olivaris superior lateralis (Carr et al., 2008).

Z komplexu olivy superior vedou ascendentni vldkna k dalsi etdzi sluchové drahy — ke
colliculus inferior (Druga & Syka, 1984a), ktery se nachazi ve stfednim mozku. Probihaji cestou
lateralniho lemnisku ajedna se vétSinou o vldkna, kterd nesou informaci z kontralateralni
kochley. Cast neurontl se jesté v této draze prepojuje v jadrech lateralniho lemnisku.

Colliculus inferior byva délen na centralni jadro (CCI), externi kiiru (ECI) a dorzalni ktiru
(DCI). Jednotlivé casti CI se mezi savci vyznamné lisi co do velikosti, nékteré mohou dokonce
chybét. ECI naptiklad zabird u potkant vétsi podil CI nez u kocky (Malmierca et al., 1993;
Smith, 1992). Centralni jadro mé typickou laminarni strukturu, ktera je pfitomna u vsech
studovanych druht savci a kterd predstavuje funkéni zéklad pro zachovani tonotopie. Hlavnim
bunéénym typem jsou ploché, diskovité neurony, které piijimaji signaly z nize polozenych jader
sluchové drahy. Sousedici neurony maji ¢asto podobné charakteristické frekvence (Syka et al.,
1981a). Na tonové stimuly reaguji zpravidla tonickou odpovédi, méné Casto vybojovou aktivitou
pouze na zacatku podnétu (Popelar & Syka, 1982; Syka et al., 2000). Z centralniho jadra pak
drdha pokracuje do corpus geniculatum mediale (CGM). Neurony této drahy jsou nejen
glutamatergni, ale 1 GABAergni (Peruzzi et al., 1997). Externi kiira CI ma ti1 vrstvy. Kombinuje
sluchovou a somatosenzorickou informaci a je zajimavé, ze napiiklad u sov obsahuje zvukovou

mapu prostiedi (Knudsen & Konishi, 1978). Spojeni ECI s colliculus superior umoziuje
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koordinovat orientaci zraku vzhledem ke sluchovym podnétim (Druga & Syka, 1984c; Syka
& Radil-Weiss, 1971; Syka & Straschill, 1970). Stejné tak 1 dorzalni ktira CI se vyznacuje tfemi
vrstvami. Ta nejhlubsi je mistem, kde dochazi k hlavni interakci mezi vzestupnou a sestupnou
drahou, nebot’ zde kon¢i nejen aferenty z nizSich casti sluchové drahy (kochledrni jadro), ale
1 eferenty z primarni sluchové kiiry. V obou korovych oblastech Ize nalézt neurony s CF, tiebaze
jejich podil je mnohem mensi nez v ptipadé¢ CCI (Aitkin et al., 1994). Colliculus inferior ma
bohaté komisuralni spoje, zhruba pétina je GABAergnich (Hernandez et al., 2006). Aferenty
opousti CI ptes brachium a kon¢i v CGM, hlavni sluchové thalamické struktute.

Corpus geniculatum mediale se d€li na tii hlavni ¢asti: ventralni, dorzalni a medidlni
(Clerici & Coleman, 1990; Winer et al., 1999). Ventralni ¢ast se dale déli na pars lateralis a pars
ovoidea. 1 u nich nachdzime laminarni uspofadéani, které je znakem zachované tonotopie.
Ventralni ¢ast tak patii k hlavni vzestupné sluchové draze, tonotopicky uspofadanou informaci
dostava vlakny z ipsilateralniho CCI (Ledoux et al., 1987; Peruzzi et al., 1997) a po pfepojeni
jiprojikuje dale do primarni oblasti sluchové kiiry Tel (Clerici & Coleman, 1990; Kimura et al.,
2003; Ryugo & Killackey, 1974; Shi & Cassell, 1997). Hlavni neurony se vyznacuji
chomackovitymi dendrity a z CCI dostavaji jak excitacni, tak inhibi¢ni (GABA) vstup (Bartlett
& Smith, 1999; Peruzzi et al., 1997). Dorzalni a medidlni ¢asti CGM piijimaji spiSe polymodalni
informaci a elektrofyziologické vlastnosti maji odlisné nez ventralni ¢ast CGM (Kvasnék et al.,
2000). Dorzalni ¢ast CGM zasobuji vldkna z nelemniskalnich ¢asti colliculus inferior, tzn. DCI
a ECI (Shi & Cassell, 1997), a projekce miii do sekundarnich oblasti sluchové kiry, insularni
ktry (Clerici & Coleman, 1990) a amygdaly (Doron & Ledoux, 1999). Opaénym smérem jde
signal ze vSech oblasti sluchové kliry a z nucleus reticularis thalami (Shi & Cassell, 1997).
Medialni ¢ast CGM pfijima jeSté rozmanitéj$i vstup. Nejen polymodalni informaci z ECI, ale
1 niZze postavenych oblasti sluchové drahy, jako oliva superior, lateralni lemniskus (Bajo et al.,
1993) a kochledrni jadro (Malmierca et al., 2002). Aferenty ptichazeji 1 ze spinalni michy
(Ledoux et al., 1987). Eferentni spoje medialni ¢ast CGM vysila do vSech oblasti sluchové kiry
(Clerici & Coleman, 1990), k somatosenzorické ktite (Spreafico et al., 1981), amygdale (Doron
& Ledoux, 1999) a do nucleus caudatus (LeDoux et al., 1985). Je zajimavé, ze CGM nema zadné
komisuralni spoje a jen minimum vlastnich (inter)neuronii produkujicich GABA (Winer et al.,
1999; Winer & Larue, 1988). CGM se Ucastni fady integracnich procest, mj. lokalizace zvuku

v prostoru (Altman et al., 1970).
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Kone¢nym cilem vzestupné sluchové drahy je sluchova ktra (SK). Obecné se sklada
z primarni oblasti, kterd se vyznacuje tonotopii, a z ¢asti sekundarnich. Primarni oblast byva
oznacovana jako jadrova Ci centralni (core), obklopenéd pasem sekundarni (belt), kterd miize byt
obklopena jest¢ dalSim pasem (parabelt). Takové rozdéleni odpovida tfem stadiim zpracovani
sluchové informace v SK. Jelikoz vSak riizné druhy savct zpracovavaji zvukovou informaci do
rizné miry, je usporadani SK velice variabilni. SK je nejlépe zmapovana u kocky, zatimco
lysencefalicky mozek potkana ponc¢kud brani piesnéj§imu vymezeni jednotlivych ¢asti. Pokusy
popsat ho na zakladé cytoarchitektoniky vedly k nékolika mapam s rtiznou nomenklaturou
(Cipolloni & Peters, 1979; Krieg, 1946a; Krieg, 1946b; Krieg, 1947) v posledni dobé byva
uznadvan systém, ktery rozdéluje kiiru na anatomické oblasti Tel, Te2 a Te3 (Zilles, 1985; Zilles
et al., 1980).

Sluchova ktira ma typickou strukturu obsahujici Sest vrstev. Pyramidalni bunky jsou
pirevazné glutamatergni a nachézeji se ve vrstvach Il a V. Naproti tomu GABAergni bunky
vétSinou mezi pyramidové nepatii a najdeme je ve vSech vrstvach kury. Tonotopicky
uspofddanou informaci dostdva primarni sluchova kiira z laminarné usporadané ventralni ¢ésti
CGM, ackoliv slabé projekce existuji i z dorzalni a medialni ¢asti (Kimura et al., 2003; Roger
& Arnault, 1989; Smith et al., 2012). Thalamokortikalni spoje kon¢i ve tieti a Ctvrté koroveé
vrstvé a rovnéz na rozhrani paté a Sesté (Liu et al., 2007; Romanski & LeDoux, 1993; Ryugo
& Killackey, 1974; Smith et al., 2012). Vysoké frekvence jsou zastoupeny v Tel rostralné, nizké
frekvence kaudalné (Profant et al., 2013b). Az 80 % Tel u potkana je vénovano frekvencim nad
8 kHz (Kelly & Sally, 1988). Né¢které korové neurony mohou mit prahové kiivky tzce ladéné,
tj. reaguji pouze na Uzky rozsah frekvence zvuku, zatimco jiné neurony maji receptivni pole
komplexnéjsi a variabiln€jsi (Turner et al., 2005b). V kiife je bohaté zastoupeni interneurontl,
typické jsou kosikové buiiky, které jako neurotransmiter vyuzivaji GABA. Komisuralni spojeni
jde cestou corpus callosum a muze zacit 1 skoncit prakticky v jakékoliv vrstvé (Roger & Arnault,
1989). Z Tel se dostava zvukova informace do oblasti Te2 a Te3, ale i do nekorovych, naptiklad

amygdaly (Romanski & LeDoux, 1993; Shi & Cassell, 1997).
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Obr. 3: Schéma aferentnich spojii centralni casti sluchové drahy.

SK — sluchova kiira, cc — corpus callosum, ra — radiatio acustica, NRT — nucleus reticularis thalami,
CGM — corpus geniculatum mediale, CGMD — dorzalni ¢ast CGM, CGMV — ventralni c¢ast CGM,
CGMM - medialni cast CGM, bci — brachium colliculi inferioris, CI — colliculus inferior,
DCI — dorzalni kiira colliculus inferior, ECI — externi kiira colliculus inferior, CCI — centrdlni jadro
colliculus inferior , JLL — jadra lateralniho lemnisku, Il — laterdlni lemniskus, nLLD — dorzalni jadro
lateralniho lemnisku, nLLV — ventralni jadro laterdlniho lemnisku, sad — stria acustica dorsalis,
OS — oliva superior, NC — kochlearni jadro, NCD — dorzalni kochlearni jadro, NCV — ventralni
kochlearni jadro, ct — corpus trapezoideum, NPS — nucleus paraolivaris superior, NMCT — nucleus
medialis corporis trapezoidei, NVCT — nucleus ventralis corporis trapezoidei, nOSM — nucleus
olivaris superior medialis, nOSL — nucleus olivaris superior lateralis, ,,n" — nizké frekvence,
LV —vysoké frekvence. Tlusté cary — silné spoje, carkovane cary — slabé spoje.

Upraveno 7 (Malmierca & Merchan, 2004), latinskd terminologie dle (Petrovicky, 2002).
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uz je predzpracovana v nizSich etdzich a vyboj korového neuronu uz ani ¢asovymi nebo
intenzitnimi charakteristikami nepfipomina ptivodni zvukovy podnét (Nelken, 2004; Schreiner
nachazime odpovédi naptiklad na ultrazvukové vokalizace (Profant et al., 2013b; Suta et al.,
2013). Zvlastnosti potkana oproti jinym savct (Kavanagh & Kelly, 1987) je, ze oboustranné 1éze
sluchové kiiry nenarusi schopnost lokalizovat zdroj zvuku (Jenkins & Masterton, 1982; Kelly
& Glazier, 1978; Kelly & Kavanagh, 1986). Nicméné naruSi schopnost odliSovat vzestupné
a sestupné frekvencné¢ modulované zvuky (Rybalko et al., 2006). Sluchova kiira se vyznacuje
vyraznou plasticitou (Norefia et al., 2006). U lidi existuje funkéni asymetrie mezi jednotlivymi
hemisférami a zda se, Ze 1 u potkanil hraje ve sluchovych procesech vétsi roli leva sluchova kiira

nez prava (Rybalko et al., 2006; Rybalko et al., 2010).

1.1.2.2. Eferentni drahy

Krom¢ aferentni sluchové drahy existuje ve sluchovém systému i dradha eferentni, ktera
prochazi stejnymi jadry jako drdha vzestupnd. Sestupnd vlakna zaCinaji v paté a Sesté vrstve
sluchové kiiry a celd sestupnd drdha je tvofena né€kolika zpétnovazebnymi smyckami, které na
sebe navazuji.

Nejvyraznéjsi draha je kortikotektalni, jejiz vldkna sestupuji z V. vrstvy SK do colliculus
inferior (Druga & Syka, 1984b; Druga et al., 1997; Nwabueze-Ogbo et al., 2002; Popelar et al.,
2003; Syka & Popelér, 1984). Pocet vldken v kortikotektalni draze je dokonce vyssi, nez pocet
vléken aferentnich. Nejvétsi pocet sestupnych kortikotektalnich vldken inervuje dorzalni a externi
kiru CI (Druga & Syka, 1984b; Druga et al., 1988). Z jadra CI sestupuji vldkna eferentniho
systému oboustranné do nucleus cochlearis a oliva superior, kde inervuji OSM, OSL i MNTB
(Druga & Syka, 1984a; Syka et al., 1988). Byly popsany i pfimé spoje ze sluchové kiry
do kochlearniho jadra a jader olivy superior, ale jejich pocet je velmi maly (Weedman & Ryugo,
1996).

V jadrech komplexu oliva superior zacind periferni cast eferentniho systému,
tzv. olivokochlearni (Rassmussentiv) svazek, ktery inervuje vlaskové builkky hlemyzdé

(Rasmussen, 1946). Vlakna olivokochlearniho svazku se pfipojuji k aferentnim vlaknim
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sluchového nervu a vstupuji spolecné¢ do hlemyzd¢. Jejich pocet vSak neni velky, u riznych
zivocichli se pohybuje mezi 470 (myS) az 2350 (morce). Ve srovnani s poctem aferentnich
vlaken, ktery se pohybuje mezi 10000 az 50000, je pocet eferentnich vlaken relativné nizky.
Velké multipoldrni neurony medidlni casti  olivokochlearniho svazku lezi ptrevazné
v kontralateralnim medioventralnim paraolivarnim jadie, difuznim jadie nazyvanym také
ventralni jadro trapézového telesa, které se nachazi v blizkosti OSM, a myelinizovand vlakna
inervuji OHC. Lateralni ¢ast olivokochledrniho svazku zaciné prevazné v ipsilateralni OSL (malé
sférické neurony) a nemyelinizovana vldkna tvofi synapse s IHC, vétSinou se napojuji na
presynaptickd zakonceni aferentnich vlaken typu I. Hlavnim mediatorem medialni 1 lateralni ¢asti
olivokochlearniho svazku na synapsich OHC a IHC je acetylcholin, ale vlaskové bunky mohou
obsahovat i dal$i mediatory jako dopamin, serotonin nebo GABA.

Funkce eferentniho systému dosud neni Gplné€ objasnéna, ale ptedpoklada se, ze piisobi
protektivné proti ucinkiim hluku, zlepSuje detekci komplexnich zvukl v Sumu, feci, biologicky
dilezitych zvukli v Sumu, potlaceni maskovani (Christopher Kirk & Smith, 2003; Kawase et al.,
1993; Micheyl et al., 1995) a upravuje citlivost sluchu béhem pozornosti na jiné podnéty.
Aktivace olivokochlearniho svazku (elektrickou stimulaci vlaken olivokochlearniho svazku nebo
akustickou stimulaci protilehlého ucha) potlac¢i zvukem vyvolané odpovédi v ipsilateralnim uchu,
tzn., ze chrani sluchové receptory pied poskozenim pii ptebuzeni. Podobny efekt ma i elektricka
stimulace CI (Popelar et al., 2002). Aktivace sluchové kiry ma komplexni ucinek, excitacni

1 inhibicni, tzn., ze spiSe moduluje nervovou aktivitu v podkorovych strukturéach.

1.2. NeuropienaSece v centralni éasti sluchového systému

Koédovani zvukového stimulu stavi centrdlni ¢ast sluchového systému v narocich na
pfenos nervového vzruchu do specifické pozice. Na mnoha synapsich dochazi k mimotadné
rychlému pfenosu vzruchu i1 k rychlému navozeni refrakterni faze. Toto pfesné Casovani je

dualezité nejen pro frekvenéni kédovani, ale pfedevSim pro prostorové slyseni.
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1.2.1. Hlavni excitacni neuroprenasSece

vvvvvv

pfi rychlém pfenosu vzruchu hraji AMPA receptory. Ty vykazuji v mnohych neuronech sluchové
drahy vétsi permeabilitu pro dvojmocné kationty nez AMPA receptory v jinych oblastech mozku,
¢imz zajist'uji rychlou desenzitizaci a deaktivaci. Za touto vlastnosti stoji specifické ,,sluchové*
slozeni podjednotek AMPA receptoru (Trussell, 1997). Na druhou stranu mé vazba glutamétu na
NMDA receptory spiSe modulacni u¢inek projevujici se v riznych plastickych déjich v CNS
(Altschuler & Shore, 2010).

1.2.2. Hlavni inhibicni neuroprenasece

V centralni ¢asti sluchového systému je inhibice zprostfedkovdna glycinem a kyselinou
gamaaminomaselnou (GABA, obr. 4). U obou pfenasect lze pozorovat rostrokaudalni gradient.
Zatimco GABA je hojnéji zastoupena v rostralnich ¢astech mozku, glycin se vice vyskytuje
v kaudalnich (Varoliv most, prodlouzena micha). Ve stiednim mozku se Casto GABAergni

neurony nachazeji spolu s glycinergnimi.
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Obr. 4: Reakce syntézy kyseliny gamaaminomdselné (GABA) dekarboxylaci glutamatu prostiednictvim
enzymu glutamdtdekarboxylazy (GAD).

V primarni sluchové kife pfedstavuji GABAergni neurony 15-25 % vSech neuronil

(Prieto et al., 1994). Nejvice jich je v prvni vrstvé (95 %), nejméné v Sesté (16 %) (Prieto et al.,
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1994). Tvoii je predevSim lokalni interneurony. CGM ma vlastnich inhibi¢nich neuront
minimum, avSak bohata inervace GABAergnimi axony ptichdzi z CI (Winer et al., 1996), které
ma naopak obsah GABAergnich neuronli pomérné vysoky, tvoii pfiblizné¢ jednu ctvrtinu
(Merchan et al., 2005). Jelikoz glycinova neurotransmise je rychlejsi nez pres GABA, v prubéhu
vyvoje muze dojit pii zrychlovani synaptického pienosu k vyméné GABA, receptort
za glycinové, jako je tomu v MNTB (Turecek & Trussell, 2002). V kochlearnim jadie je
inhibicnich neurotransmiterti vice v dorzdlnim nez ve ventrdlnim. GABA téz nachazime
v kolokalizaci s acetylcholinem v olivokochlearnim spojeni, jehoz terminaly se vazi k vnitinim ¢i
vnéjSim vlaskovym buitkdm. GABA, receptory jsou iontovymi kandly a jsou zpravidla
postsynaptické, GABAg jsou spiazeny s G proteiny a mohou byt pre i post-synaptické. Aktivace
presynaptickych GABAg receptorii snizi vylev GABA nebo glutamatu na synapsi. Ve vysledku
muze byt tedy ptsobeni GABA v tomto ptipad¢ jak inhibic¢ni, tak excitacni. Vazba ligandu na
postsynapticky GABA 4 receptor vede k jeho hyperpolarizaci.

GABA je syntetizovana dekarboxylaci glutamatu enzymem glutamatdekarboxylazou
(GAD). V savéim mozku se vyskytuji dvé izoformy o molekulové hmotnosti 65 kDa (GAD65)
a 67 kDa (GADG67), kazda je kddovéana svym vlastnim genem. VétSina GABAergnich neuront
exprimuje ob¢ izoformy, pfiCemz GADG65 byva Castéji v axonovém zakonceni, v némz je pak
GABA umistovana do vezikull, zatimco GAD67 se nachédzi v prubéhu celého neuronu vcetné
somatu a souvisi s nevezikularnim vylevem GABA. Knock-out GAD67 je letalni (Asada et al.,
1997), naproti tomu knock-out GAD65 jen zeslabi vylev GABA pii vys$i intenzité stimulace
(Tian et al., 1999). Funkce obou forem je tedy odliSnd a miize odrazet rozdily v ¢asoprostorovém
zpracovani ¢i kédovani informace prenasené GABAergnimi neurony (Soghomonian & Martin,
1998).

Funkce inhibi¢niho pisobeni GABA je zesileni sluchové informace, zlepSeni poméru
signalu k Sumu. GABAg miize mit rovnéz vliv na plasticitu ve sluchovém systému. Bylo
prokazano, ze v lateralni horni olivé je jeho Cinnost spojena s vyvolanim dlouhodobé deprese
inhibi¢ni neurotransmise (Kotak et al., 2001). GABA hraje dutlezitou roli v plasticité¢ nervovych
spoju. Soudi se, ze hlavnim faktorem urcujicim miru synaptické plasticity v senzorickych ¢astech
klry je pomér mezi inhibici a excitaci. Nedavna studie na potkanech ukézala, ze béhem uceni

lokalizovat sluchovy podnét dochazi ve sluchové kiife ke zméné¢ poméri GABA, a NMDA
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receptorii. Je zajimavé, ze dochazi 1 ke zméné zastoupeni jednotlivych podjednotek téchto

receptori (Zhang et al., 2013).

1.2.3. Ostatni neuroprenasece a modulatory

Acetylcholin se nevyskytuje v CNS vtak dominantnim mnozstvi jako piredchozi
neuroptfenasece, piesto ho nachazime hned v nékolika oblastech sluchové drahy. Obsahuji ho
eferentni neurony olivokochlearniho svazku, které se synapticky poji s OHC. Najdeme ho rovnéz
v kochlearnim jadte, korovych oblastech CI, v CGM a v primarni sluchové kuie. Funkce
acetylcholinu spocivd ziejm¢ v modulaci plastickych zmén (Altschuler & Shore, 2010)
a v pripadé kiry 1 vregulaci zpracovavani komplexnich stimul (Metherate et al., 2005).
Ve sluchové draze se také uplatiiuje noradrenalin, ktery se dostava zlocus coeruleus do
kochlearniho jadra, komplexu olivy superior, CI a sluchové kiry (Altschuler & Shore, 2010).
Neuromodulator oxid dusnaty, resp. NADPH diafordza, byly popsany v kochlearnim jadre,
dorzalni a externi kite CI, v CGM a sluchové kiite (Druga & Syka, 1993; Druga & Syka, 2001;
Ouda et al., 2003). Ve sluchovém systému byla prokazana jeho role pti pomalych regulacnich

mechanizmech na synapsi (Steinert et al., 2008).

1.3. Vapnik vadZici proteiny

Vépnik vazici proteiny (VVP) — kalbindin (CB), parvalbumin (PV) a kalretinin (CR)
— predstavuji hlavni naraznikovy systém pro udrZzovani nizké hladiny cytosolického vapniku
v CNS (Baimbridge et al., 1992; Heizmann & Braun, 1992; Miller, 1995), coz z nich ¢ini jeden
z dulezitych cilti v neuroprotektivité vici excitotoxickému vylevu vapniku (Baimbridge et al.,
1992; Scharfman & Schwartzkroin, 1989). Jejich uloha vSak nemusi byt nutné vzdy
neuroprotektivni, jak ukézaly nékteré studie (D'Orlando et al., 2002; Figueredo-Cardenas et al.,
1998). Narusena regulace intraceluldrniho vapniku zplisobend zménami v hladindch VVP se
objevuje u neurodegenerativnich a neuropsychiatrickych onemocnéni. Byva zminovana
v souvislosti s Alzheimerovou (Mikkonen et al., 1999; Palop et al., 2003; Palop et al., 2011),
Parkinsonovou (Hurley et al., 2013; Mouatt-Prigent et al., 1994) a Huntingtonovou chorobou

(Dong et al., 2012; Liang et al., 2005), stejn¢ tak jako se schizofrenii (Fung et al., 2014; Reynolds
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et al., 2004; Sakai et al., 2008), bipolarni (Sakai et al., 2008; Wang et al., 2011) a depresivni
poruchou (Maciag et al., 2010). VySe uvedené VVP jsou exprimovany v mnoha mozkovych
oblastech a je pozoruhodné, ze téméf nikdy se tyto proteiny nevyskytnou zaroven v jednom
neuronu, vidame je tedy jako tfi rtizné neuronalni populace (Hof et al., 1999). Vyjimku
tvofi gangliové a amakrinni buniky na sitnici, kde se vSak VVP objevuji oddé€len¢ v jinych
bunécnych kompartmentech (Mojumder et al., 2008). Vzhledem k bohatému zastoupeni v mozku
a vzajemn¢ se nepiekryvajici lokalizaci byvaji zminované VVP cCasto pouzivany jako bunécné
markery neuronalnich populaci.

Parvalbumin byva nalézdn témér vyluéné (vyjimka viz Jinno a Kosaka (2004))
v GABAergnich neuronech (Gonchar & Burkhalter, 1997). Vyskytuje se ve vSech strukturach
centralni ¢asti sluchové drahy kromé CGM (Celio, 1990; Coveiias et al., 1991; Ouda et al., 2008),
typicky v interneuronech (Celio, 1986; DeFelipe, 1997; Kawaguchi & Kubota, 1998; Kosaka
et al., 1987). Vzhledem k funkci sluchové drahy je dilezité zminit, Ze ho obsahuji mj. 1 korové
GABAergni koSikové bunky vyznacujici se vysokofrekvencnimi vyboji (Atencio & Schreiner,
2008; Kawaguchi & Kubota, 1998; Sohal et al., 2009). Ty jsou nezbytné pro vytvofeni gama
oscilaci (30-80 Hz), coz je mechanizmus, kterym mozek vytvaii Casovou synchronizaci pii
zpracovani informace umoznujici zesilit zpracovavany signal a potlacit Sum (Bartos et al., 2007,
Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009). Naruseni funkce téchto oscilaci je pak pozorovéano
napiiklad v souvislosti s autismem (Gandal et al., 2010; Rubenstein & Merzenich, 2003)
a schizofrenii (Gandal et al., 2012; Sun et al., 2011).

Kalbindin naproti tomu neni vylucné spjat s GABAergnimi neurony (Kawaguchi
& Kubota, 1998; Kubota et al., 1994; van Brederode et al., 1991), prestoze jej nalézame
pfedevS§im v nich (DeFelipe, 1997). Typicky se nachazi v hipokampalnich granulérnich
interneuronech, ale i v pyramidalnich bunikach (Miiller et al., 2005) a v mozeckovych
Purkynovych bunkéch (Baimbridge et al., 1992). U hlodavct byl dale popsan naptiklad
v dopaminergnich neuronech sttedniho mozku (Liang et al., 1996), a tfebaze cholinergni neurony
bazéalniho telencefalu u potkana kalbindin neobsahuji, byl opakované zjistén u opic (Chang
& Kuo, 1991; Geula et al., 1993). Kalbindin je dualezity pro plastické déje v mozku. Kalbindin
knockoutované mysi neudrzi LTP v hipokampalnim gyrus dentatus a oblasti CA1 (Geula et al.,
1993; Westerink et al., 2012). U mySich hipokampalnich pyramidalnich bunék, ¢i na synapsi

mezi mechovymi vldkny a CA3 pyramidalnimi neurony vede nasyceni presynaptického CB
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k facilitaci vylevu neuropienasede (Blatow et al., 2003). Ubytek ¢ poskozeni CB-ir neuront je
pozorovano pii schizofrenii (Sakai et al., 2008), Alzheimerové (Hurley et al., 2013; Mikkonen
et al., 1999) a Parkinsonové¢ chorobé (Hurley et al., 2013).

U kalretininu se uvadi, Ze se vyskytuje ve zvySené miie v neuronech sluchové drahy
(Rogers, 1987), tedy v systému, ktery obzvlasté vyzaduje pfesné nacasovani béhem zpracovani
informace, presto CR-ir buiiky (stejn¢ jako CB-ir) nepatii mezi neurony s vysokofrekvencénimi
vyboji jako je tomu u parvalbuminu. V kiife bylo popsano, ze CR-ir neurony tvoii 10 — 30 %
GABAergnich neuroni (Gonchar & Burkhalter, 1997). Stejné jako v hipokampu (Freund
& Buzsdki, 1996), tak 1 v ktre (Caputi et al., 2009; Gonchar & Burkhalter, 1997) se CR-ir
neurony vétSinou synapticky poji s dal§imi interneurony. Zatimco v hipokampu zpravidla s CR-ir
nebo CB-ir neurony (Gulyés et al., 1996), v klfe naopak s PV-ir neurony. Tim se nabizi
myslenka, Ze korové CR-ir buiikky se ucCastni okruhu, jimz se v kiife generuji oscilace (Caputi
et al., 2009), ¢imz by mohly mit zadsadni vyznam pro zpracovani sluchové informace. Na rozdil
od parvalbuminu a kalbindinu byvd funkce a hladina kalretininu u neuropsychiatrickych
onemocnéni vétSinou nezménéna (Beasley et al., 2002; Cotter et al., 2002; Reynolds et al., 2004;
Sakai et al., 2008; Sibille et al., 2011; Tooney & Chahl, 2004).

Pti starnuti dochdzi u VVP k jejich vyznamnému Ubytku, ktery vSak neni v celém mozku
uniformni a i jednotlivé VVP se lisi mezi sebou. U experimentélnich zvifat byl prokazan tibytek
CB v mozecku, striatu (Kishimoto et al., 1998) a v hipokampu (de Jong et al., 1996; Kishimoto
etal., 1998), kde je provazeny zhorSenim kognitivnich funkci (Moreno et al., 2012;
Soontornniyomkij et al., 2012). U starnoucich lidi byla objevena snizena hladina jak CB, tak CR
v n¢kolika korovych strukturdch véetn¢ sluchové kury (Bu et al., 2003). Obsah PV zlstava
s vékem zpravidla nezménén. Avsak u starnoucich potkani kmene Fischer 344 byl ve sluchové

ke nalezen pokles imunoreaktivity pro PV (Ouda et al., 2008).

1.4. Metodiky hodnoceni funkce sluchového systému

Ke zhodnoceni funkce sluchového systému, at’ uz v normé, za patologickych stavii ¢i po
experimentalnim zasahu miizeme na zivém experimentdlnim zvifeti pouzit dvou zakladnich

piistupti: elektrofyziologického a behavioralniho.
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1.4.1. Elektrofyziologicke mérent sluchového prahu (ABR)

Mezi nejpouzivanéjsi elektrofyziologické testy patii akustickym podnétem vyvolané
odpovédi mozkového kmene (auditory brainstem responses, ABR), coz je pomérné neinvazivni,
podkozni elektrodou provadéné snimani celkové aktivity neuronil u zvifete v narkoze, kterému
jsou prezentovany ruzné zvukové stimuly o definované frekvenci a hlasitosti. Zjisténim
minimalni hlasitosti, ktera vyvola métitelnou odpoved’, 1ze stanovit prahy slySeni.

Snimédnim ABR dostdvdme informace o pfenosu a zpracovani nervového signalu
v pocateCnich trovnich sluchové drahy, tj. ve sluchovém nervu a v jddrech mozkového kmene.
Odpovédi ABR probihaji v rozpéti 1,5-15 ms po zacatku stimulu. Amplituda kmenovych
potencialli je velmi nizkd, nepfevysuje 0,5 pV. Standardné se u potkanti hodnoti 5 vin, které
vznikaji prichodem nervového vzruchu sluchovym nervem a mozkovym kmenem: I. vlna
(latence 1,5-1,9 ms) odpovidajici aktivité sluchového nervu, II. vlna (2,8-3,0 ms) odpovidajici
aktivité¢ kochlearniho jadra, III. vina (3,5-4,1 ms) odpovidajici aktivit¢ jader v komplexu oliva
superior, IV.a V. vlna(4,3-5,2 a 5,1-5,9 ms) odpovidajici aktivité colliculus inferior.
Nejstabilnéjsi a nejlépe vybavna je III. vlna, podle které se vétsinou urcuje sluchovy prah.

Pro posouzeni fyziologického stavu zvifete se hodnoti latence jednotlivych vin
ve srovnani s normativnimi daty a také intervaly mezi jednotlivymi vlnami. Normativni délky
latenci se mohou v jednotlivych laboratofich mirné liSit v zavislosti na pouzitém typu stimulace
a parametrech zvukovych podnétli. Nejcastéji se mefti interval -V, ktery je u normalnich jedinct
ve veétsSing laboratofi stanoven na 4 ms, dale interval I-III a III-V. Podle hodnot prahti, latenci

jednotlivych vin a délky intervalii mezi vinami lze hodnotit stupen poskozeni sluchové dréhy.

1.4.2. Behavioralni testovani

Behavioralnim pfistupem rozumime testovani a vyhodnocovani chovani zvifete vzhledem
k akustickym podnétim. Chovéani miize byt bud podminéné, nebo nepodminéné. Podminéné
chovani pfedstavuje trénovani zvifete reagovat na zvukové stimuly, zahrnuje tedy uceni — urcity
zvuk je asociovan s apetitivnim (napf. potravou) nebo averzivnim (napft. elektrickym Sokem)
podnétem. Naproti tomu nepodminéné procedury zahrnuji vrozené reflexy na akustické podnéty.

Mezi nejrozsifenéjsi patii ulekovd reakce na neocekavany zvukovy podnét (acoustic startle
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response, ASR) a jeji potlaCeni pomoci akustického pulzu, ktery je aplikovan pted vlastnim
podnétem vyvoléavajicim ASR (tzv. prepulz).

ASR je ptechodnd motorickd reakce na neocekavany intenzivni zvukovy podnét
(obr. 5A), kterd se projevuje mrknutim oc€i, kontrakci oblicejovych, krénich a kosternich svali
a zrychlenim tepu. Jejim neuroanatomickym podkladem je okruh zahrnujici posteroventralni ¢ast
nucleus ventralis cochlearis, lemniscus lateralis, nucleus reticularis pontis caudalis (kde dochazi
k integraci sluchovych a trigemindlnich vstuptl), miSni interneurony a mi$ni motorické neurony
(Koch, 1999; Yeomans & Frankland, 1995). Navzdory své jednoduchosti vykazuje tento tlekovy
reflex ne€kolik forem behavioralni plasticity, naptiklad habituaci, senzitizaci a prepulzni inhibici,
stejné jako pozoruhodnou citlivost k Sirokému spektru experimentalnich manipulaci (Koch, 1999;
Koch & Schnitzler, 1997; Rybalko et al., 2011). Jak je ulekovy reflex adaptivni a dillezity,
dokumentuje fakt, ze se objevuje u vSech savct. U potkanli se objevuje ihned po zacatku slySeni
(Kungel et al., 1996; Sheets et al., 1988). Vyvolavaji ho zvukové podnéty o intenzité vEétsi nez
zhruba 80 dB nebo ty s nahlym nastupem (Pilz et al., 1987). Ulekova reakce ma chréanit pied
poskozenim ze strany predatora, pfed necekanym ohrozujicim stimulem a ma pfipravovat k boji

nebo uteku (Koch, 1999).
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Obr. 5: (A) - Amplituda ulekové reakce (ASR) vyvolana testovacim impulzem bilého Sumu o intenzite
110 dB SPL. (B) - Prepulzni inhibice ASR vyvoland prepulznim tonem o intenzité 60 dB.

Ve vyzkumu sluchovych funkci se ASR ¢asto poji s prepulzni inhibici ASR (obr. 5B), coz
je potlaceni ASR zptisobené tim, ze tlekovému zvukovému podnétu ptredchézi podnét nizsi
intenzity (aby byl uc¢inny, nemél by piedchéazet o vice nez 0,5 s (Koch, 1999)). PPI se povazuje za
ptiklad senzomotorického zpracovani, které odrazi inhibicni procesy regulujici senzorické vstupy

do vyssSich center mozku. Zahrnuje okruh, kam patii nucleus cochlearis, colliculus inferior
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1 superior a nucleus tegmentalis pedunculopontinus (Koch, 1999; Swerdlow et al., 2001). Muze
byt dale modulovan sluchovou kiirou, thalamem (Kodsi & Swerdlow, 1997), amygdalou (Decker
et al., 1995), hipokampem (Caine et al., 1991; Caine et al., 1992), striatem, ventralnim pallidem
(Kodsi & Swerdlow, 1997; Kretschmer & Koch, 1998) a lateralnim pallidem (Swerdlow et al.,
2001; Takahashi et al., 2007). PPI pfedstavuje jednoduchou avSak uCinnou metodu ke
zhodnocovani nadprahové sluchové senzitivity (Carlson & Willott, 1996; Ison & Allen, 2003;
Young & Fechter, 1983).

1.5. Zmény sluchové funkce béhem vyvoje a starnuti

1.5.1.  Vyvoj sluchového systému a jeho kriticka perioda

Potkani se rodi s nedovyvinutym sluchem, se zvukovodem uzavienym epitelialni zatkou.
Prvni reakce na zvukové podnéty se objevuje kolem 10. postnatdlniho dne, kdy se zvukovod
otevirda a funkéné dozrava kochlea (Geal-Dor et al., 1993). Jedenacty az dvanacty den se ve
sluchové draze objevuje jasné tonotopické uspoiadani s typickou neuronovou reakci na jeho
,charakteristickou frekvenci“ (de Villers-Sidani et al., 2007). K dozravéani sluchové funkce
dochazi mezi Ctvrtym a Sestym postnatalnim tydnem (Geal-Dor et al., 1993; Iwasa & Potsic,
1982; Roth & Bruns, 1992).

Ontogenezi senzorickych systémi obecné zcela zasadné formuje rand senzoricka
zkuSenost. Bohatost podnétii ¢i naopak jejich absence, jejich kvalita, kvantita, relevance nebo
nebezpecnost — to vSe vyrazné a nevratné udava, jak bude reprezentace podnétli v mozku
vypadat, poptipad¢ jak bude jesté dale ovlivnitelna. Dnes jiz klasické pokusy na zrakové kiie
u ko¢ek prokazaly (Hubel & Wiesel, 1962), ze béhem rané¢ho vyvoje existuje jista, pomérné
kratka, kritickd perioda pro dany senzoricky systém, v niZ vynika tzv. reprezentacni plasticitou.
Ptichazejici podnéty béhem kritické periody méni elektrofyziologické charakteristiky neuronti
smyslové drahy, jejich pocet, receptorové vybaveni, plasticitu synapsi, funkcni zapojeni
1 behavioralni reakce. Tvarnosti sluchového syst¢ému béhem rané¢ho vyvoje se vénuje velka
pozornost, nebot’ u ¢lovéka souvisi s vyvojem feci a jeji naruSeni ma pak vyrazny dopad na dalsi
pribéh Zzivota. Naptiklad déti s rozS$tépem patra maji Casto nepriichodné, tekutinou naplnéné

Eustachovy trubice, coz jim zkresluje vnimani zvukiti vcetné feci. Dochdzi ke zpomaleni
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feCového vyvoje, nasledné k poruse Cteni a kognice. Pokud je jim vSak v¢as po narozeni patro
operovano, pak se jim fec¢, schopnost ¢ist i kognice vyvijeji témét stejné jako u jejich vrstevnika
(Dorf & Curtin, 1982; Richman et al., 1988).

U potkana je vyznam kritick¢é periody pro sluch nejvice zmapovan v souvislosti
s ovlivnénim reprezentaci frekvenci v primarni sluchové kiife. Nékolikadenni expozice Cistému
tonu (7 kHz) béhem kritické periody ma za nésledek rozsiteni oblasti neuronil s pravé touto CF,
zatimco nizké frekvence jsou reprezentovany mén¢ a celkova plocha primarni sluchové oblasti je
mensi (de Villers-Sidani et al., 2007; Zhang et al., 2001). Paradoxn¢ zvifata hlte rozliSuji zvuky
o samotné frekvenci 7 kHz, pficemz v jejim okoli naopak rozliSuji nejlépe z celého spektra
(Han et al., 2007). Podobné¢ zmény navodi nékolikadenni expozice frekvenéné¢ modulovanych
vokalizaci (Insanally et al., 2009). Dalsi prace sledovaly vliv pisobeni bilého Sumu o stfedni
systém negativni ucinek, nebot’ do znacné miry maskuje vnimani relevantnich zvuki v prosttedi.
Vyznamné oddaluje funkéni vyzravani sluchové kiiry a rozvoj jejich sluchovych oblasti (Chang
& Merzenich, 2003; Zhang et al., 2002). Detailnéjsi studie prokazaly, Ze jednak méni korovy
inhibi¢ni systém tim, ze dojde k podjednotkové expresi GABA4 receptorii navratem k juvenilni
form¢ (Xu et al., 2010a), jednak ovliviiuje 1 glutamatergni transmisi snizenim exprese jedné
z podjednotek AMPA receptoru (Xu et al., 2010b). Zajimavého efektu se dosédhne, pokud zvitata
béhem kritické periody vyristaji v prostiedi bohatém na zvukové podnéty (ale i podnéty jinych
modalit). Lépe pak lokalizuji zvuky v prostoru, pravdépodobné proto ze neurony sluchové kury
jsou citlivéjsi na smérovou informaci a maji mensi receptivni pole (Cai et al., 2009; Zhang et al.,
2009). Rovnéz se vyrazné zméni transmise v inhibicnich i excitacnich okruzich, nebot’ se zvysi
exprese al, B3 podjednotek GABA, receptoru, NR2A a NR2B podjednotek NMDA receptoru
a GluR2 podjednotky AMPA receptoru (Cai et al., 2010).

Vliv rané expozice byl studovan 1 u nizSich etazi sluchové drahy, pficemz v CI bylo
zjisténo, Ze n¢kolikadenni vystaveni kontinualnim téontim se u potkani odrazi tak, ze snimané CF
neuroni se nahusti kolem frekvence produkovaného téonu (Poon & Chen, 1992). Toto
nekolikadenni ptisobeni zvukovych kliki na mysi mlad’ata rozsiti prahové kiivky v CI, obzvlaste
u neuronti s CF 10-15 kHz (Sanes & Constantine-Paton, 1985).

Velmi vyrazné akustické podnéty, nékdy nazyvané akustické trauma, maji pochopitelné

béhem kritické periody velky dopad. Jednorazova, nékolikaminutova expozice hlasitému
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(>120 dB SPL) zvuku v raném véku potencuje u potkant (Pierson & Swann, 1991) i mysi (Kai
& Niki, 2002) rozvoj audiogenni epilepsie. Jeji pficinou miize byt hlukem zplisobené nespravné
dozravani colliculus inferior (Pierson & Snyder-Keller, 1994), které se v této struktuie projevuje
ve zméneénych odpovédich predevsim pro vysoké frekvence (Wu et al., 2003). Hlasity zvuk
v téchto studiich obvykle vede k ohluseni, nicméné pouze do¢asnému (Rybalko & Syka, 2001).
Poskozeni sluchové funkce v ran¢ postnatalnim véku u experimentalnich zvifat mizeme brat jako
analogii k poSkozeni sluchu u pfed¢asné narozenych déti vyristajicich v inkubatoru (Douek et al.,
1976). Bylo prokdzano, ze hluky uvnitf aparatury, kterym je dit¢ vystaveno, mohou vyrazné
narusit vyvoj sluchové funkce (Douek et al., 1976; Falk & Farmer, 1973).

Pii hledani konkrétniho nacasovani kritické periody se ukazalo, ze se jednd o velmi
komplexni fenomén a nelze stanovit jeden obecny Casovy tsek. Minimalné je potfeba rozliSovat
mezi senzitivnim obdobim pro vyvoj dany smyslovou zkuSenosti a senzitivnim obdobim pro
poskozeni funkce (Kral, 2013). Expozice bilého Sumu piisobi nejvétsi korové zmeény, pokud k ni
dojde kdykoliv v rozmezi P 9-28 (Zhang et al., 2002), zatimco ¢isty ton ovliviluje rozvoj nejvice
na rozvoj struktury kliry v P 11-13 (de Villers-Sidani et al., 2007). Detailni studie provedena na
mysich ukazala, ze kritickd perioda pii dozravani thalamokortikalniho spojeni trvda P 16-20
(Barkat et al., 2011). Delsi kriticka perioda se ukdzala v jiné studii, v niz elektrofyziologické
méfeni zvukovym podnétem vyvolanych odpovédi se stfedni latenci (angl. middle latency
response, MLR) ukdazalo, Zze hodinova expozice hluku zplisobi nejvétsi ztratu sluchu, pokud je
aplikovana béhem prvnich péti tydnt véku (Rybalko & Syka, 2001).

V této dizertacni praci jsme zkoumali vliv silného akustického podnétu plsobiciho
u mladych zvifat v kritické periodé¢ na sluchovou funkci v dospélosti. Vychazeli jsme z metodiky,
ktera pouziva akutni zvukové trauma (125 dB po dobu 8 minut) u potkanich mlad’at ve véku P 14
(Pierson & Snyder-Keller, 1994). Ptedchozi prace ukazaly, Ze takovyto zdsah béhem raného
vyvoje sice neovlivni vyraznéjSim zptisobem sluchové prahy v dospélosti, avSak pozméni

elektrofyziologické vlastnosti neuronti v CI (Bures et al., 2010; Grécova et al., 2009).

1.5.2.  Starnuti a ztrata sluchu

Vékem podminénd ztrata sluchu (presbyakuze) je nejCastéj$i piicinou chronického

a trvalého poskozeni sluchu u zvifat i lidi (Gates & Mills, 2005; Syka, 2002). Patologické zmény
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spojené s presbyakuzi se vyskytuji jak v periferni, tak centralni Casti sluchového systému,
pfi¢emz periferni komponenta je prozkoumana pomérné podrobné (Harding et al., 2005; Parham,
1997; Schuknecht & Gacek, 1993; Spongr et al., 1997). Centralni komponenta byva spojovéna se
zhorSovanim schopnosti zpracovat komplexni zvukové podnéty, jakym je napiiklad lidska fec.
V lidské populaci pak zhorSené porozuméni fe€i predstavuje zavazny zdravotni a socidlni
handicap. Re¢ je zhor$ena predeviim v prostiedi bohatém na ostatni zvuky a hluk.

Pro vyzkum zmén ve sluchovém systému spojenych se starnutim jsou laboratorni
hlodavci dobrym modelem diky své 2-3 leté délce Zivota, ¢imz se daji v rozumném cCase
experimentalné testovat rizné etapy vyvoje a starnuti. U potkanti se etabloval model potkana se
zrychlenym starnutim (kmen Fischer 344), coz nam skytd moznost porovnat rychlestarnouci
kmen s kmenem snormdlnim pribéhem starnuti (napf. Long Evans). Kmen Fischer 344
predstavuje imbredni, albinotické potkany s vysokou incidenci nddorového bujeni
a degenerativnich poruch béhem starnuti. Potkani F334 se vyznacuji zménami v periferni
i centralni ¢asti sluchového systému (ptehled viz Syka (2010)). Vnéjsich vlaskovych bunck sice
starnutim ubyvd pomérné malo a srovnatelné¢ s kmenem Long Evans (Bielefeld et al., 2008;
Popelar et al., 2006), avSak stavaji se nefunkc¢ni, jak dokladd sniZzeni az Uplné vymizeni
distorznich produkti otoakustickych emisi (DPOAE) (Bielefeld et al., 2008; Buckiova et al.,
2007; Chen et al., 2009; Popelar et al., 2006; Popelar et al., 2005). Za narusenim jejich funkce lze
v piipad¢ podkmene Fischer 344/DuCrl, ktery se pouziva v nasi laboratofi, vidét degenerativni
zmény ve stria vascularis a ligamentum spirale. U podkmene F344/NHsd vSak ziejmé vnéjsi
vlaskové buniky neztraceji funkci v diisledku naruseni podpiirnych elementli, ale prestinu
(Bielefeld et al., 2008; Chen et al., 2009; Hu et al., 2008). Naruseni sluchu u kmene F344 se dale
projevuje posunem prahtt ABR v ¢asnéjsim veku, nez je tomu u kmene Long Evans (Popelar
et al., 2003). Jistou obdobu ptedstavuje kmen mysi C57bl/6J s podobnou, ¢asné¢ se rozvijejici
ztratou sluchu. Ten byva casto experimentdlné porovnavan skmenem CBA jakozto
predstavitelem fyziologického starnuti sluchu (Syka, 2002).

Centralni komponenta presbyakuze zasahuje vSechny etaZze centralni ¢asti sluchové drahy
(ptehled viz Canlon et al. (2010)). Vice pozornosti bude vénovano CI, CGM a SK, nebot’ tvofi

predmét vyzkumu v této dizertacni praci.
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1.5.3.  Vliv starnuti na fyziologii a bunécnou biologii colliculus inferior

CI prodélava béhem starnuti vyrazné a pomérné dobie dokumentované zmény (piehled
viz Ouda a Syka (2012)). Vliv starnuti na histologii CI byl zkouman na CBA mysich ve studii
(Kazee & West, 1999), v niz vSak autofi nenasli ani ve véku 25 meésicti zadné signifikantni
zmény v poctu hlavnich, diskovitych neuronii, synapsi ¢i v ploSe synaptickych terminal. Naproti
tomu vyrazné zmény byly pozorovany u mysi C57bl/6J s geneticky podminény ¢asnym rozvojem
ztraty sluchu. Jiz beéhem 2. mésice Zivota se u nich objevilo zhorSené vniméni vysokych
frekvenci, které se zrychlilo v druhém roce Zivota a pieSlo i do nizkych frekvenci. Doslo
k vyraznému snizeni poctu diskovitych neuronti a plocha somatické membrany pokryta
synapsemi se zmensSila o 67 %.

Béhem starnuti prodélava CI vyrazné zmény i co do hladin neuropienaSecd,
receptorového vybaveni a VVP. Hladina hlavniho excita¢niho neuropfenaSeCe glutamatu muize
byt zvySena, nebot svékem dochazi u CBA mySi ksnizené expresi enzymu
pyrrolin-5-karboxylat syntetazy, kterd se ucastni konverze glutamatu na prolin (Tadros et al.,
2007b). Vysledny nadbytek glutamatu muze pusobit na neurony neurotoxicky. Naproti tomu
inhibi¢niho pfenasece GABA s vékem ubyva, predevsim v CCIL. U starych (18-29 meésict)
potkanti kmene Fischer 344 byl objeven ve ventrolateralni ¢asti CCI tbytek GABA-pozitivniho
barveni (Caspary et al., 1990), o kterém se vsak Helfert et al. (1999) domnivaji, Ze spiSe odrazel
ubytek synaptickych termindl a dendritického vétveni nez snizeni poctu neuront. Déle Caspary
et al. (1990) v CCI pozorovali vyrazné (30%) sniZzeni vylevu GABA za soucasné nezménénych
hodnot vylevu glutamatu, aspartatu a acetylcholinu. U stejného kmene byl v CCI rovnéz nalezen
pokles v aktivit¢ GAD, jak starych potkanli (24-26 mésicii), tak dokonce i stfedniho v&ku (15-17
meésicll) (Raza et al., 1994). K podobnému vysledku dosli Gutiérrez et al. (1994), ktefi u starych
potkanti kmene Sprague-Dawley (24 mésicu), ale 1 kmene Fischer 344 (30 mésict), nalezli
v porovnani s mladymi potkany sniZeny obsah GAD®65 1 jeji mRNA. Nicméné v této praci byl
hodnocen CI jako celek. Studie, které se zaméfily na jednotlivé typy GABA receptoru, nasly
behem starnuti zmény jak v GABA (Caspary et al., 1999; Gutiérrez et al., 1994; Milbrandt et al.,
1997) tak 1 GABAg (Milbrandt et al., 1994). GABA4 receptort v CI nejenze vékem ubyva
(Gutiérrez et al., 1994), ale méni se 1 pomér jednotlivych podjednotek (Milbrandt et al., 1997).

Ten muze byt projevem kompenzacni plasticity starnouciho CI, nebot” dochazi ke zvySené
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expresi vl podjednotky (Caspary et al., 1999; Milbrandt et al., 1997), kterd umoziiuje G¢inné&;jsi
funkci GABA4 receptoru (Caspary et al., 1999). Aktivita GABAg receptoru se rovné¢z béhem
starnuti snizuje. Méfeni kvantitativni autoradiografii pii souCasné saturaci GABA, receptort
prokazalo ubytek [3H]JGABA vazby u 26 mésicnich potkani v porovnani s mladymi ve vSech
ttech Castech CI (Caspary et al., 1995; Milbrandt et al., 1994). Naproti tomu u stdrnoucich
potkani Long Evans (27-30 mésicli) se obsah parvalbumin-imunoreaktivnich neuront, které
pfedstavuji subpopulaci GABAergnich neuronti, béhem starnuti zvySuje (Ouda et al., 2008).
Konkrétné dochazi v CCI u PV-ir neuronll k nartistu poctu o 19 % a optické denzity tél o 18 %.
U starych potkanta (22 mésicti) kmene F334 se vSak paralela v nartstu PV-ir neuronii neobjevuje,
naopak dochéazi v CCI ke sniZeni objemu PV-ir neuronélnich somat o 21% (Ouda et al., 2008).
Elektrofyziologické vlastnosti neurontt v CI se vzhledem k jednoduchym zvukiim méni
v priub¢hu starnuti jen malo (Palombi & Caspary, 1996b; Willott et al., 1988). Vice je naruseno
koédovani cCasovych charakteristik zvuku, které tUzce souvisi se spravnym vnimanim
a vyhodnocovanim slozitych zvukt, napf. feci. Detekce mezery v Sumu piedstavuje jeden
z parametrii odrazejici Casové rozliSeni zvukovych reprezentaci. U starnoucich CBA mysi
nastava v CI neuronech posun minimalni délky mezery v Sumu, na kterou reaguji. Minimalni
délka je u starnoucich mysi delsi (Walton et al., 1998). Reaktivita CI neuront na jiny aspekt

vvvvvv

et al., 2002).

1.5.4.  Vliv starnuti na fyziologii a bunécnou biologii corpus geniculatum mediale

Dle prace Shim et al. (2012) nedochazi v CGM starnoucich (24 mésicli) potkanti kmene
Sprague-Dawley ke zmén¢€ v poCtu somat neuronti. Stejni autofi uvadéji nejen vzestup zastoupeni
NMDA receptorii, ale i vexpresi serotoninu a GAD67 (Shim et al., 2012). Naproti tomu
Richardson et al. (2013) popsali pokles v obsahu GAD67 u starnoucich (28-32 mésici)
hybridnich potkanti Fischer/Brown Norway doprovazeny poklesem GABA 4 receptorové denzity.
Tiebaze u potkan je velmi nizkd imunoreaktivita parvalbuminu v CGM a nejsou v ni ani
pozorovany zmény béhem starnuti (Ouda et al., 2008), u stdrnoucich jedincti druhu primath

Makak rhesus byl zaznamenan vzestup v denzité¢ PV-ir neuront v medialni a ventralni ¢asti CGM
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(Gray et al., 2013). Reaktivita neuronii na frekvencné¢ modulované zvuky se ve ventralni Casti

CGM béhem starnuti nemeéni (Mendelson & Lui, 2004).

1.5.5.  Vliv starnuti na fyziologii a bunécnou biologii sluchové kiiry

Neurony sluchové kiry podléhaji béhem starnuti piedevS§im kvalitativnim zménam.
U pyramidovych neuronti bylo zjiSténo, ze denzita jejich dendritického vétveni je
u tiicetimésicnich potkanii v porovnani s tfimésicnimi vyrazné snizena (Vaughan, 1977). Spolu
s dalsi, detailnéjsi studii (Vaughan & Vincent, 1979) bylo prokdzano, ze hlavni bunééné zmény
béhem starnuti souviseji se zménami dendritické morfologie a nasledné se synaptickou
konektivitou.

Hlavnim neurochemickym znakem starnouci primarni sluchové kiry je naruseni
inhibi¢nich systému, za nimz stoji ubytek funkce GABA. Ta se u starych (30-32 mésicli) potkant
Fischer/Brown Norway projevuje sniZenim optické denzity GAD67-ir neurontl, poklesem obsahu
mRNA pro GAD65 a 67 v II.-VI. vrstvé doprovazenym sniZzenou hladinou proteinu GAD67
rovnomeérne ve vsech vrstvach (Ling et al., 2005). NaruSeni GABA inhibice dosvédcuje 1 ubytek
parvalbuminové imunoreaktivity. Statisticky vyznamny ubytek PV-ir bunék byl pozorovan
v primarni sluchové kife u starych potkani kmene Brown Norway (sniZzeni o Ctvrtinu)
(de Villers-Sidani et al., 2010), v Tel a Te3 v pocetni denzité u kmene Fischer 344 (Ouda et al.,
2008), avsak nikoliv u kmene Long Evans. Podobn¢ u starych C57b1/6J mysi (14—20 mésict) byl
prokazan ubytek poctu PV-ir neuronii v primdrni sluchové kute, konkrétné ve vrstvach I-IV pii
nezménéném poctu ve vrstvaich V=VI (Martin del Campo et al., 2012). Starnutim je inhibice
narusena nejen kvantitativnim tbytkem neuront, ale i zménou ve farmakologickych vlastnostech
GABA, receptoru, nebot’ u n¢j dochazi ke zméné podjednotkového slozeni a tim ke snizené
schopnosti vazby ligandu na receptor (Caspary et al., 2013). Podjednotkové zmény se dé€ji hlavné
v povrchovych vrstvach. Béhem starnuti se ve sluchové kiife rovnéz snizuje produkce oxidu
dusnatého, o ¢emz svédci pokles poctu neuront pozitivnich na NADPH-diaforazu (Ouda et al.,
2003).

Jak prokdzala elektrofyziologickd méfeni, korové neurony starnoucich potkant v Tel
zpracovavaji hlite rychlé frekvenéné modulované zvuky (Mendelson & Ricketts, 2001), maji Sirsi

rozpéti charakteristické frekvence, kterd se méné Casto vyskytuje ve svém typickém ,,V/U* tvaru
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(Turner et al., 2005a), vykazuji niz$i synchronicitu (de Villers-Sidani et al., 2010) a vyssi
spontanni aktivitu (Hughes et al., 2010). V reakci na bily Sum pak reaguji vétsi frekvenci vybojt
na pocatek stimulu i béhem jeho trvani (Hughes et al., 2010). JelikoZ je tento starnutim
zpusobeny rozdil pouze v povrchovych vrstvach kiry (I-III), dava se do souvislosti s vyse
uvedenym ubytkem parvalbuminu (a tedy GABA inhibice) v povrchovych vrstvach (Hughes
et al., 2010).

Otazkou ziistava, zda zmény spojené se starnutim se ve sluchové kiife déji ve vEtsi mife
nez v porovnatelném senzorickém systému, naptiklad zrakové kiife. Ta u potkana obsahuje
relativné méné inhibicnich GABAergnich bunék: cca 15 % vSech neuroni ZK (Meinecke
& Peters, 1987) oproti 25% u SK (Prieto et al., 1994). Nicméné i ve ZK je vyraznd ztrata inhibice
v prabéhu starnuti, jak ukazuji pokusy na opicich (Leventhal et al., 2003) a koc¢kach (Hua et al.,
2008).

1.5.6. Vliv starnuti na behavioralni reakce vyvolané sluchovymi podnéty

V soucasn¢ dob¢ data, kterd se zabyvaji vlivem starnuti na ulekovou reakci na
neocekavany zvukovy podnét (ASR) a jeji prepulzni inhibici (PPI), nepodavaji jednoznacny
obrazek. Ttebaze vétSina studii provedena na potkanech a mySich udava béhem starnuti snizeni
ASR a v men$i mife i snizeni efektivity PP, autofi zaroven upozoriuji na velkou variabilitu mezi
jednotlivymi kmeny, danou mj. rizné rychle se rozvijejicimi se patologiemi ve sluchovém
systému béhem starnuti, a na variabilitu vysledkll v souvislosti s riznymi druhy zvukovych
podnétid. Pfimé porovnani ASR u mysiho kmene s ¢asnym néastupem ubytku sluchu C57bl/6]
a kmene s relativné pozdé¢ se objevujici presbyakuzi CBA ukézalo, ze amplitudy ASR se béhem
starnuti snizuji u obou kment, avsak u C57bl/6] mysi vyraznéji, a to predev§im u tond o vysoké
(12-24 kHz) frekvenci (Parham & Willott, 1988). Na rozdil od ASR klesa efektivita PPI s vékem
pomaleji, nejen u CBA mysi, ale i u dal§ich kment (Ouagazzal et al., 2006). U potkani kmene
Fischer 344 plati, Ze s vékem ubyva vyrazné jak ASR, tak efektivita PPI (Varty et al., 1998).
U ¢loveéka nebyl v nékolika studiich pokles v PPI s vékem pozorovan (Harbin & Berg, 1983;
Ludewig et al., 2003). Podle Ellwanger et al. (2003) ma kiivka zavislosti PPI na véku tvar

obraceného U, pfi¢emz nejvyraznéjsi PPI je u lidi stfedniho véku.
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2. CILE PRACE A HYPOTEZY

Cile a hypotézy:

L V soucasné dobé¢ ptibyva dikazl, ze behem starnuti dochazi v centralni ¢asti sluchového
systému predevsim k naruSeni inhibi¢niho systému neuropfenasece kyseliny gamaaminomaselné
(GABA). Ta je syntetizovana za ptitomnosti enzymu glutamatdekarboxyldzy (GAD), ktery ma
dvé izoformy GAD65 a GAD67.

Cilem naSi prace bylo zjistit zmény spojené se starnutim v colliculus inferior (CI),
sluchové (SK) a zrakové kiife (ZK) u fyziologicky starnouciho kmene potkanti Long Evans
a rychlestarnouciho kmene Fischer 344 stanovenim obsahu obou izoforem GAD metodou

western blot a zhodnocenim poctu a optické denzity GAD-ir neuronti.

Predpokladali jsme, Ze:

e ve staii se celkové hladiny glutamatdekarboxyldzy v CI a SK sniZi vice nez v jiném
senzorickém systému, napftiklad ve zrakové kiife.

e pocet neuroni exprimujicich glutamatdekarboxyldzu (GAD65 a GAD67) se v CI
a SK snizi, ve ZK dojde k mensimu poklesu.

e ve stafi se rovnéz zméni morfologie GAD-ir neuronti v uvedenych sluchovych
strukturach.

e zmény spojené se starnutim budou vyraznéj§i u rychleji stdrnouciho kmene

Fischer 344 nez u kmene s fyziologickym prabéhem starnuti Long Evans.

I1. Kalbindin (CB) a kalretinin (CR) jsou proteiny vazici vapnik, které se v centralni casti
sluchového systému vyskytuji prevdazné¢ v GABAergnich neuronech. Byvaji spojovany
s neuroprotektivni funkci, avSak jejich zmény béhem starnuti nejsou pfili§ znamy.

Cilem naSi prace bylo zjistit zmény spojené se starnutim v Cl, corpus geniculatum
mediale (CGM), SK a ZK u potkant kmene Long Evans a kmene Fischer 344 stanovenim obsahu

CB a CR metodou western blot a zhodnocenim poctu a optické denzity CB-ir CR-ir neuronti.
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Ptredpokladali jsme, Ze:
e bcéhem starnuti se snizi hladina CB a CR v potkanim CI a SK, mén¢ pak v ZK.
e pocet CB-ir a CR-ir neuronti se v CI, CGM a SK snizi.
e ve staii se rovnéz zméni morfologie CB-ir a CR-ir neuronti v uvedenych sluchovych
strukturéch.
e zmény spojené se starnutim budou vyrazngjsi u rychleji starnouciho kmene

Fischer 344 nez u kmene s fyziologickym prabéhem starnuti Long Evans.

III.  Starnuti sluchového systému je doprovézeno postupnou ztratou sluchu (presbyakuzi),
ktera se manifestuje nizsi reaktivitou na zvukové podnéty. Kromé periferni komponenty
presbyakuze existuje i méné prozkoumana komponenta centralni.

Nasim cilem bylo zhodnotit v priibéhu starnuti u potkant kmene Long Evans a kmene
Fischer 344 sluchové prahy metodou odpovédi mozkového kmene na akustické podnéty (ABR)
a stav sluchového systému u bd¢lého zvitete sledovanim tlekové reakce na neocekavany podnét
(ASR) a prepulzni inhibice ulekové reakce (PPI). Pouzili jsme ti1 vékové skupiny zvirat (mladi
dospéli, zvitata sttedniho véku, stafi) a v behavioralnich metodach jak tonové podnéty o raznych

frekvencich, tak bily Sum.

Ptredpokladali jsme, Ze:

e bc¢hem starnuti se objevi posun prahti v ABR, pficemz u kmene Fischer 344 bude
vyrazngj$i a nastane jiz v ran¢jSim véku.

e bcéhem starnuti se snizi amplituda ASR; u kmene Fischer 344 bude pokles vyraznéjsi.

e reaktivita na vyssi frekvence zvukovych podnéti bude nizsi.

e ucinnost PPI bude s vékem klesat; u kmene Fischer vyraznéji.

e nebude pfitomna zévislost mezi prahy slySeni hodnocené metodou ABR a amplitudou
ASR, ¢imz by zmény v ASR mohly byt uzite¢nym indikatorem centralni

presbyakuze.
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IV.  Béhem raného vyvoje sluchového systému existuje kriticka perioda, v niz senzoricka
zkuSenost vyrazné ovlivituje vyvijejici se nervové obvody. Naruseni sluchové funkce v tomto
obdobi muze mit vyrazny dopad na jeji stav v dospé€losti. Ohluseni potkanii v P 14 kratkou
(8 minut) expozici hluku (125 dB SPL) sice nezptisobi trvalou ztratu sluchu, ale vyvola zmény,
které lze v dospélosti pozorovat jako vyrazné elektrofyziologické a bunécné abnormality
v centralni ¢asti sluchového systému. Jaké jsou jejich behavioralni korelaty, nebylo dosud znamo.

Proto naSim cilem bylo u dospé€lych potkani kmene Long Evans, ktefi byli postnatalni
¢trnacty den (P 14) podrobeni uvedené hlukové expozici, zhodnotit jednak prahy ABR a jednak
behavioralni reaktivitu na zvukové podnéty testem ulekové reakce a jeji prepulzni inhibice

a porovnat je s vysledky stejné starych potkand, ktefi expozici vystaveni nebyli.
Ptredpokladali jsme, Ze:

e uexponovanych zvifat se neobjevi posun prahii v ABR.

e exponovana zvifata vykdzi mensi amplitudu ASR a niz§i uc¢innost PPI.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Pokusna virata

VSechna zvifata kmene Fischer 344 byla dovezena ve stafi 2 mésict z Charles River
Deutschland (Charles River Wiga GmbH, Sulzfeld, Germany). Déle byla chovana v aredlovém
zvetinei za standardnich podminek. VSechna zvifata kmene Long Evans pochazela z aredlové
chovné stanice Fyziologického tistavu AV CR. Mlad’ata (z experimentu s kratkou hlukovou
expozici) ve v€éku deseti postnatalnich dnii byla i s matkami umisténa do ptiruc¢niho zvéfince.
Ostatni experimentdlni zvifata byla od 2 mésici veéku chovéna v aredlovém zvéfinci za
standardnich podminek: 12/12 hodin cyklus svétlo/tma; ptistup k potrave a tekutinam ad libitum.

Celkovy pocet zvitat zafazenych do experimentti uvedenych v této praci byl 85 potkant
kmene Long Evans a to ve véku 3—6 mésicti (n=47), 12-14 mésicti (n=5) a 24-35 mésicl (n=33).
Dale jsme pouzili 53 potkanii kmene Fischer 344: véku 3—5 (n=26), 12-14 mésicii (n=6) a 18-26
meésicll (n=21). Hmotnost ¢trnactidennich mlad’at se pohybovala mezi 29-32 g, dospélych
potkanti v rozmezi 250-350 g, potkanti ve véku 12—-14 mésicti 300-500 g a hmotnost starych
400-600 g. Zadna zvifata neméla béhem chovu znamky stiedousni infekce. Viechny experimenty
byly provedeny v souladu s principy péce o laboratorni zvifata a v souladu s predpisy etické

komise Ustavu experimentalni mediciny Akademie véd CR a Helsinskou deklaraci.

3.2.  Hodnoceni hladin proteinii a imunoreaktivity GAD65 a 67 v colliculus
inferior, sluchové a zrakové kiiire u mladych a starych potkanii dvou

kmeni
3.2.1. Pokusna zvirata

Do experimentu bylo zafazeno celkem 42 potkant (38 potkani kmene Long Evans: z toho
19 ve stafi 3-5 meésict a 19 ve stafi 30-35 mésich; 20 potkanti kmene Fischer 344, z toho

11 starych 3—5 mésicti a 9 starych 24 mésicti). Dalsi podrobnosti viz kapitola 3.1.
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3.2.2. GADGS5 a 67 - western blot

Pro tento druh analyzy byli pouziti potkani kmene Long Evans, ve stafi 3—6 mésici
(n=10) a 30-35 mésict (n=10), a potkani kmene Fischer 344, ve stafi 4 mésicti (n=6) a 21-25
mesici (n=6). Pro ovéfeni publikovanych dat a pro lepsi statistick¢é vyhodnoceni byly pocty
zvitat ve skupinach navySeny a jsou tedy vysSi nez v Burianova et al. (2009). Experimentalni
zvifata byla v hluboké anestézii (ketamin 35 mg/kg + xylazin 6 mg/kg, intramuskuldrng)
dekapitovana a jejich mozky rychle vyjmuty a ponotfeny do ledové chladného fyziologického
roztoku. Z obou hemisfér byly urychlené¢ odebrany CI a dale oblasti sluchové a zrakové kury.
Odebrané vzorky zahrnovaly vzdy cely CI (centralni jadro a externi i dorzalni kiiru v jednom
celku, obr. 6A), sluchové oblasti kiiry Tel+Te3 (Zilles, 1985) a zhruba rozsah zrakovych oblasti
V1+V2 (Paxinos & Watson, 1998) (obr. 6B). VSechny tkanové vzorky byly po odbéru okamzité
vlozeny v mikrozkumavkach do ledu a nasledn¢ ulozeny az do doby dalSiho zpracovani pii
teplote —80 °C.

Nejprve byly tkané homogenizovany Potter-Elvehjemovym homogenizatorem
s teflonovym pistem v homogenizac¢nim pufru 0,05 M Tris-NaCl (pH 7,4) obsahujicim inhibitory
proteaz za intenzivniho chlazeni v ledové lazni. Homogenat jsme centrifugovali 10 minut pii
10 000 x g pfti teplote 4 °C.

Stanoveni celkové koncentrace proteini v alikvotech bylo provedeno metodou podle
Bradfordové (Bradford, 1976), kterd vyuzivéa reakce bilkovin s trifenylmethanovym barvivem
Coomassie brilliant blue G 250 spektrofotometricky méfitelné pii vinové délce 595 nm. Metoda
je empirickd a pred pouzitim je nutné zméfit kalibra¢ni kiivku pro roztoky hovéziho sérového
albuminu (BSA) jako standardu o koncentraci 0—1,4 pg x ul'l.

Vzorky (cytosolicka frakce) jsme ztedili vzorkovym pufrem (10% glycerol, 2% dodecyl
sulfat sodny (SDS), 0,05% bromphenolovd modi a 4M dithiotreitol) a 10 minut inkubovali ve
vodni lazni pii teploté 80 °C. Elektroforetické déleni proteini jednotlivych vzorklti bylo
provadéno 150 minut pfi 250 Va 30 mA na 1 gel na plochych polyakrylamidovych gelech
v prostiedi SDS (SDS-PAGE) v elektroforetické soustavé Mini-Protean II (Bio-Rad) podle Ogity
a Markerta (Ogita & Markert, 1979). Elektroforeticka souprava byla sestavena dle instrukci
vyrobce. Koncentrace akrylamidu ve startovacim gelu byla 3% a v délicim 8%. Rozméry gell

byly 65 x 85 x 0,75 mm.
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Dalsim krokem byl western blotting, neboli elektropfenos proteini na nitrocelulozové
membrany (Amersham, Biosciences), ktery byl proveden metodou podle Towbina (Towbin et al.,
1979) v elektropienosové souprave (Bio-Rad Mini Protean II transblot) v prostiedi vychlazeného
transferového pufru (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% methanol, 0,1% SDS) pii 350 mA,
100 V, 65 minut, pfi teploté 4 °C. Po ukonceni pfenosu a odpojeni od zdroje, byly sendvice
rozebrany a membrany pfeneseny na 3 minuty do barviciho roztoku Ponceau 2S (0,1% cerven
Poceau 2S v 1% ledové kyseliné octové). Barveni membran Ponceau Cerveni slouzi ke kontrole
pienosu proteint.

Imunodetekci jednotlivych izoforem na nitrocelul6zovych membranach predchazela
60 minutova inkubace membran pfi laboratorni teploté v blokovacim roztoku 5 % nizkotu¢ného
mléka v TBST (10% Tris-NaCl s 0,05% Tween 20, pH 7,5). Po promyti (3% kratce 3 x 5 minut
v TBST) byly membrany inkubovany ptes noc pfii teploté 4 °C v roztocich primarnich protilatek:
GADG65 (kréli¢i polyklonalni, Chemicon, 1:1200 v TBST), GAD67 (mysSi monoklonalni,
Chemicon, 1:5000 v TBST) a aktin (my$i monoklonalni, Chemicon, 1:10 000 v TBST). Poté byly
membrany opét promyty a 2 hod inkubovany pfi laboratorni teplot¢ v roztoku sekundarni
protilatky konjugované oxidacni metodou s kifenovou peroxiddzou (anti-mysi IgG 1:7500,
Upstate a anti-kralici IgG 1:3333, Chemicon v TBST).

Po imunodetekci byly membrany promyty a po 2 hodinové inkubaci v TBST byla
provedena metoda zesilené chemiluminiscence (ECL). ECL je firmou Amersham™ patentovana
metoda detekce peroxidazové aktivity prostiednictvim chemiluminiscence za pfitomnosti
zesilovacl. Tato metoda pouziva cyklického diacylhydrazidu luminolu, ktery je v mirné
alkalickém prostfedi oxidovan peroxidem vodiku za katalyzy kienovou peroxidazou (HRP). ECL
se pouziva témef vyhradné pfi detekci riznych antigenti na membranach konjugaty protilatek
s HRP v dvoustupniovém systému: primarni protilatka proti detekovanému antigenu / konjugat
sekundarni protilatky proti primarni protildtce s HRP. Pfi této metodé bylo postupovano podle
instrukci vyrobce (Amersham). Detek¢ni roztok byl pfipraven smichanim roztoku A (luminol)
aB (H20;) v poméru 40:1 (Amersham Biosciences) a nalit na membrany. Membrany byly
exponovany na autoradiograficky film (Kodak MXB). Exponované filmy byly vlozeny do
vyvojky a ustalovace a nasledné¢ promyty pod studenou tekouci vodou a suSeny volné pii

laboratorni teploté. Pro kazdou izoformu GAD byla vyzkouSena optimalni doba expozice. Bylo
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provedeno vzdy nékolik riizné dlouhych expozic, aby byl zachycen optimdlni rozsah denzit pro
denzitometrické vyhodnoceni.

Nasledné byly filmy naskenovany v prochazejicim svétle (Canon CanoScan 8400F). Pti
snimani skenerem je objekt osvétlovan zdrojem bilého svétla. Intenzita proslého zéafeni je
snimana fadou CCD elementti, pohybujicich se podél jedné z os pfistroje. Signal snimacich
elementl je digitalizovan, coz znamend, ze analogové hodnoté odezvy detektoru pro kazdy
snimany bod je pfifazen jeden z 256 odstinii Sedi (tj. celé Cislo z intervalu 0-255; v pfipadé
8 bitové hloubky), diskrétné¢ rozlozenych pies dynamicky rozsah detektoru. Pro zjisténi
relativniho mnozstvi GAD a aktinu v jednotlivych vzorcich, jsme pouzili vyhodnoceni
denzitometrického objemu skvrn na filmu pomoci programu ImageQuant. Hladiny GADG65
a GADG67 byly vypocitany jako podily skvrn denzitometrickych objemt pozadovaného proteinu
oproti aktinu. Mnozstvi celkového proteinu naneseného na gel se pro kazdou izoformu a frakcei
lisilo z divodu zajisténi linearity poméru intenzita x plocha u vyslednych prouzk z western
blotu. K zaruceni specifity proteini GAD65, GAD67 a aktinu, byl pouZit roztok smési barevnych

proteinovych standardii molekulovych hmotnosti (Invitrogen).

3.2.3. GADG67 — imunohistochemie

Potkani Long Evans ve stafi 3—5 mésicti (n=5) a 30-35 mésict (n=5), a potkani Fischer
344 ve véku 3-5 mésici (n=5) a 24 mésici (n=3), byli v hluboké anestézii (ketamin
35 mgkg + xylazin 6 mg/kg, intramuskularn€¢) transkardidlné perfundovani nejprve
fyziologickym roztokem a poté 4% roztokem paraformaldehydu v 0,1 M fostatovém pufru (pH
7,4). Mozky byly po perfuzi do 15 minut vyjmuty, ve stejném fixativu (4 °C) 1 hodinu
postfixovany a dale nasyceny v 30 % roztoku sachardzy ve fosfatovém pufru (PBS) pti téze
teploté pies noc. Ze zajmovych oblasti byly na zmrazovacim mikrotomu nakrajeny frontalni fezy
o tloust’ce 40 pm.

Nasledné byly volné fezy 1 hodinu preinkubovany v blokovacim roztoku (kozi sérum,
Vector) a poté 24 hodin inkubovany v PBS (4 °C) obsahujicim anti-GAD67 (mysi monoklonalni,
1:2000, Chemicon). Dale byly fezy po dobu 1 hodinu inkubovény s biotinylovanou sekundarni

protilatkou (1:200, Vector) a nasledn€¢ po dobu 1 hodiny s avidin-peroxidazovym komplexem
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(1:100, Vektor), vSe pii laboratorni teploté. Poté bylo provedeno zviditelnéni peroxidazové
reakce pomoci 0,05% diaminobenzidinem s 0,01% hydrogen peroxidazou (3 min). Rezy byly

naneseny na sklicka, vysusSeny a piekryty krycim sklickem.

3.2.4. GADGS5 — imunohistochemie

Potkani Long Evans ve véku 3-5 mésicti (n=4) a 30-35 mésicti (n=4) byli podrobeni
stejné procedute, vedouci k piipravé histologickych fezl, jako LE potkani pro barveni na GAD67
(viz kapitola 3.2.3).

Volné tezy byly nasledné preinkubovany 1 hodinu v blokovacim roztoku (kozi sérum,
Vector) a poté 72 hodin inkubovéany v PBS (4 °C) obsahujicim anti-GAD65 (krali¢i polyklonalni,
1:750, Chemicon) a 1% blokovaci kozi sérum. Nasledné¢ byly fezy 1 hodinu inkubovany
s biotinylovanou sekundarni protilatkou (1:200, Biosource) a poté 1 hodinu s avidin-
peroxidazovym komplexem (1:100, Vektor), vSe pfi laboratorni teploté. Peroxidazova reakce
byla zviditelnéna 0,05% diaminobenzidinem s 0,01% hydrogen peroxidazou (3 min). Rezy byly

op¢t naneseny na sklicka, vysuSeny a ptekryty krycim sklickem.

3.2.5. Stereologie GAD

Imunoreaktivita byla analyzovéana v tezech, které obsahovaly CI, sluchovou a zrakovou
ktru. Hranice jednotlivych anatomickych struktur byly ur¢eny podle ptisluSnych anatomickych
atlastt (Paxinos & Watson, 1998; Zilles, 1985) a s pomoci fezli barvenych podle Nissla
(ptedevsim ohraniceni sluchové klry) (viz téz obr. 6 A,B).

V CI jsme vybrali vzorky mezi —8,0 az po —9,2 mm od bregmy, které obsahuji vSechny tfi
&asti CI, centralni jadro i externi a dorsalni kiiru. Rezy obsahujici sluchovou kiiru byly vybrany
ve vzdalenosti od —4,2 mm do —5,8 mm od bregmy. Ventralni hranice oblasti Tel a Te3 byly
kontroln¢ identifikovany odméfenim 2,0 — 2,5 mm od fissura rhinalis pro Te3 a 3,5-4,0 mm pro

Tel. Jako dodatecné kritérium pro urCeni dorzalni hranice sluchové kury (Tel) jsme zvolili
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prolozenou linii prochazejici sou¢asné¢ hornim (dorzalnim) okrajem diencephala v daném fezu.

Ve zrakov¢ kiife jsme vybrali vzorky mezi —5,0 aZ po —6,5 mm od bregmy.
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Obr. 6 (A,B).: Topograficky prehled colliculus inferior (CI) a mozkové kiiry a jejich vnitiniho clenéni.
(4) — bregma -8,8 mm; (B) — bregma -4,8 mm.

DCI, ECI — dorzalni a externi kira CI, CCI — centralni jadro CI;

Par — parietalni kiira; Hip — hipokampus, PRh — perirhinalni kira;

V1,2 — zrakova kitra (primdrni a sekundarni); RSD, RSV — retrosplenialni kiira, dorzalni a ventralni
Obrazek upraven pro nase ucely podle Paxinos a Watson (1998) a Zilles (1985).

Pro vlastni kvantitativni vyhodnoceni zmén imunoreaktivity GAD ve stafi jsme pouzili
stereologické metody vylucujici zkresleni, tzv. opticky disektor (Mayhew & Gundersen, 1996;
West et al., 1991). Stereologické metody je mozné vyuzit pro odhady plochy povrchu objektu,
celkového objemu objektu, délky linearnich utvari a poctu Castic v tkani. Zakladem pro
pouzivani stereologickych metod je vyuzivani principu nestranné¢ho systematického ndhodného
vybéru. Stereologické analyza vyuziva principti geometrické pravdépodobnosti a vysledek, ktery
je ziskan, neni pfesnou hodnotou, nybrz jejim odhadem, ktery neni zatizen systematickym
zkreslenim. Opticky disektor je stereologicka sonda, kterd zahrnuje pocitani objektd v objemové
jednotce. Vyuziva dostatecné silnych tezt (40 um je pro pocitani neuronl plné dostacujici),
uvnitt kterych jsou postupnym zaostfovanim po danych intervalech prochazeny jednotlivé
optické (ohniskové) roviny. Celkovy piehled problematiky, viz Howard a Reed (1998).

K hodnoceni jsme pouzili svételny mikroskop Leica DMRXA, ktery byl spojen s digitalni
kamerou (Optronics, 1600 % 1200 pixel) pievadéjici obraz na monitor pocitace. Provedli jsme

obrazovou analyzu pomoci softwaru Neurolucida (MicroBrightField, USA). Mikroskop (Leica

46



DMRXA) byl vybaven motorizovanym stolkem umoziujicim pohyb ve sméru os X a Y, posun
ve sméru osy Z byl fizen digitdlnim mikroposuvem spjatym piimo s mikroskopem. VyuZili jsme
moznost pocitaCové generované sit¢ (v programu Neurolucida) pies obrazovku monitoru, diky
niz a tabulce ndhodnych c¢isel bylo mozné ndhodné zvolit pocatecni pozici hodnoticiho ramecku
ve vyhodnocované oblasti.

Pti pouziti 100x nasobné zvétSujiciho objektivu byla stanovena stald velikost hodnoticiho
ramecku (3880 um?) a vyska optického disektoru byla konstantnich 5 um. Horni a dolni hranice
fezu byly zbézné prohlédnuty, zda v nich nejsou ztracena bunécna jadra (Andersen & Gundersen,
1999). Prvnich a poslednich piiblizné¢ 5 pum fezu bylo vylouc¢eno z analyzy pro vylouceni takto
vzniklého zkresleni. Primérné bylo pocitano 200 neuront na zvite, zvlast pro colliculus inferior,
zvlast pro sluchovou a zvlast’ pro zrakovou kuru. Kazdy neuron v hodnoticim rdmecku byl
zapocitan v okamziku, kdy jeho jadro bylo v maximalnim zaostfeni. V této poloze bylo kurzorem
na obrazovce monitoru obkresleno bunécné télo a automaticky byly zméfeny morfologické
parametry a optickd denzita. Hodnocena byla jen GAD-ir somata vétsSi nez 5 um a s viditelnym
jadérkem.

I kdyz pocitani neuront bylo nezkreslené, méieni jejich objemu mohlo byt spojeno
s malou chybou. Vzhledem k tomu, Zze Slo o frontdlni fezy, nebyl zcela splnén pozadavek
na izotropni ¢i vertikdlni rovnomérné nahodnou polohu fezi (Mayhew & Gundersen, 1996).
Autofi Gundersen et al. (1988) argumentuji, Ze chyba v tomto ptipad¢ by méla byt zanedbatelna.
Objem jednotlivych somat neuront byl urcen tzv. nukledtorem. Vypocitan byl pomoci vzorce:
estV = 4/3 x 1 X (nl’), kde I’ je prim&ma hodnota tfetich mocnin délek prise¢iki ndhodné
prolozenych skrze nucleolus (na monitoru, 3-4 priseciky na jedno soma) v poloze, kdy bylo
bunééné jadro v maximalnim ohnisku (Mayhew & Gundersen, 1996). Spocitan byl objem
piiblizné 60 somat na jednu strukturu (CI, SK, ZK) pro kazd¢ jednotlivé zvite.

Variace v intenzit¢ nespecifického imunoznaceni v pozadi ovliviiuje vysledné¢ hodnoty
optické denzity (intenzity imunoreakce) neuronovych tél. Napf. na fezu vice nespecificky
nabarveném jsou i vice, arteficialng, denzni bunécna téla. Proto je tieba provést normalizaci. Ve
studiich zabyvajicich se starnutim neexistuje v mozku struktura, kterd by mohla byt povazovana
za indiferentni (tj. nedotCenou starnutim), proto jsme pocitali normalizovanou hodnotu optické
denzity v kazdém fezu jako podil mezi primérnou optickou denzitou analyzovanych GAD-ir

neurontl a prumérnou optickou denzitou odpovidajiciho poctu imunonegativnich bun¢k v témze
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fezu (tj. pouze nespecificky zbarvenych, viditelnych jako obrysy na pozadi), viz Ling et al.
(2005). U vétsiny neuront bylo na prvni pohled jasné, zda je imunopozitivni. U nékolika malo
nejistych neuront byl proveden dalsi krok, a pokud jejich naméfena optickéd denzita nebyla vyssi
nez dvojnasobek primérné optické denzity imunonegativnich bunék v daném ftezu, byly

povazovany také za negativni a z analyzy byly vylouceny.

3.2.6. Statistickd analyza

Ke statistické analyze rozdilti v jednotlivych nélezech mezi skupinami mladych a starych
potkanti jsme pouzili neparametricky dvoustranny Mann-Whitney test v programu GraphPad
Prism 4.0, a to jak pro western blot, tak 1 pro histochemii a imunohistochemii. Z dat western blotu
byly navic analyzovany i rozdily v hladinach proteini mezi jednotlivymi strukturami mozku (CI,
sluchova a zrakova kura) a rozdily v mife procentudlni velikosti poklesu téchto hladin proteint
mezi sebou (tj. zda se v nékteré¢ struktuie snizila hladina proteini ve stari signifikantné vice nez
v jinych) pomoci jednocestného testu ANOVA a Bonferroniho post-hoc testu v programu
GraphPad Prism 4.0. Chybové tusecky predstavuji S.D. u dat western blotu a S.E.M.
u imunohistochemickych dat. Ve vSech testech jsme povazovali pouze hodnoty P<0,05 za
signifikantni. V kazdém statistickém testu bylo kazdé zvife reprezentovano jen jednim cislem,
aby byla zajiSténa vzajemnd nezavislost dat vstupujicich do testu (tj. napt. 5 Ciselnych udaji
pfedstavujicich primérnou optickou denzitu GAD-ir neuront v CI u 5-ti mladych zvifat bylo

statisticky srovnavano s 5-ti ¢iselnymi udaji pfedstavujicimi totéZ u 5-ti starych zvirat).
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3.3.  Hodnoceni hladin proteinit a imunoreaktivity kalbindinu a kalretininu
v colliculus inferior, sluchové a zrakové kiife a v corpus geniculatum

mediale u mladych a starych potkanii dvou kmenii

3.3.1. Pokusna zvirata

Do experimentu bylo zafazeno celkem 36 potkanid (18 potkanti kmene Long Evans ve
veéku 3-6 mésict (n=9) a ve véku 28-33 mésict (n=9); 18 potkani kmene Fischer 344 ve véku

3-5 mésicti (n=9) a 18-25 mésicti s (n=9). Dalsi podrobnosti viz kapitola 3.1.

3.3.2.  Kalbindin a kalretinin — western blot

Pro tento druh analyzy byli pouziti potkani kmene Long Evans, ve statfi 3—6 mésict (n=4)
a 30-33 mesict (n=4), a potkani kmene Fischer 344, ve staii 4 mésici (n=4) a 21-25 mésict
(n=4).

Dalsi zpracovani bylo shodné s postupem uvedenym v kapitole 3.2.2. Pro imunoreakci
byly pouzity tyto primarni protilatky: anti-kalbindin (krali¢i polyklonalni, Chemicon, 1:5000
v TBST), anti-kalretinin (krali¢i polyklonalni, Millipore, 1:2000 v TBST) a anti-aktin (mysi
monoklonélni, Chemicon, 1:10 000 v TBST) a sekundéarni protilatky konjugované oxida¢ni
metodou s kienovou peroxidazou (anti-mysi IgG, Upstate, 1:7500 v TBST a anti-krali¢i IgG,
Chemicon, 1:3333 v TBST).

3.3.3.  Kalbindin a kalretinin — imunohistochemie

Pro tento druh analyzy byli pouziti potkani Long Evans ve staii 3—5 mésicti (n=5) a 28-33
meésicll (n=5), a potkani Fischer 344 ve véku 3-5 mésicli (n=5) mésicti a 18-24 mésici (n=5).
Potkani byli v hluboké anestézii (ketamin 35 mg/kg + xylazin 6 mg/kg, intramuskuldrng)
transkardidln¢ perfundovani nejprve fyziologickym roztokem a poté 4% roztokem
paraformaldehydu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH = 7,4). Mozky po perfuzi byly do 15 minut

vyjmuty, 1 hodinu postfixovany ve stejném fixativu (4 °C) a dale nasyceny v 30% roztoku
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sachar6zy ve fostatovém pufru (PBS) pii téZe teploté pies noc. Z vybranych oblasti mozku byly
na zmrazovacim mikrotomu nakrajeny frontalni fezy o tloust'ce 40 pm.

Nésledné byly volné fezy 1 hodinu preinkubovany v blokovacim roztoku (kozi sérum,
Vector). Dale byly fezy 48 hodin inkubovany v PBS (4 °C) obsahujicim 1% blokovaci sérum
a anti—kalbindin (krali¢i polyklonalni, 1:1000, Chemicon) nebo anti—kalretinin (krali¢i
polyklonalni, 1:5000, Millipore). Poté byly fezy po dobu 1 hodiny inkubovany s biotinylovanou
sekundarni protilatkou (1:200, Vector) a nasledné po dobu 1 hodiny s avidin—peroxidazovym
komplexem (1:100, Vektor), vSe pii laboratorni teploté. Poté bylo provedeno zviditelnéni
peroxidazové reakce pomoci 0,02% diaminobenzidinem s 0,01% hydrogen peroxiddzou (5 min).

Rezy byly naneseny na skli¢ka, vysuseny a piekryty krycim skli¢kem.

3.3.4. Stereologie kalbindinu a kalretininu

Imunoreaktivita byla analyzovana v fezech, které obsahovaly CI, sluchovou a zrakovou
ktru a corpus geniculatum mediale (CGM). Hranice jednotlivych anatomickych struktur byly
ureny podle pfisluSnych anatomickych atlasii (Paxinos & Watson, 1998; Zilles, 1985)
a s pomoci fezil barvenych podle Nissla (pfedev§im ohranic¢eni sluchové kury) (viz téz obr. 6 A,B

a obr. 7).

/ \ Obr. 7: Topograficky prehled

corpus  geniculatum  mediale
CGQM (CGM) a jeho vnitrniho ¢lenéni.

bregma —5,0 mm

CGMM — corpus geniculatum
mediale, medialni cast
CGMD, — corpus geniculatum
mediale, dorzalni cast

CGMYV — corpus geniculatum
mediale, ventralni cast

/ Obrazek upraven pro nase ucely

K / podle Zilles (1985).

Rezy obsahujici sluchovou ktiru byly vybrany ve vzdalenosti od 4,2 mm do —5,8 mm od

bregmy. Ventralni hranice oblasti Tel a Te3 byly kontrolng identifikovany odméfenim 2,0-2,5
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mm od fissura rhinalis pro Te3 a 3,5-4,0 mm pro Tel. Jako dodatecné kritérium pro urceni
dorzélni hranice sluchové kiiry (Tel) jsme zvolili proloZenou linii prochdzejici sou¢asné hornim
(dorzalnim) okrajem diencephala v daném fezu. V CI jsme vybrali vzorky mezi —8,0 az po —9,2
mm od bregmy, které obsahuji vSechny tfi ¢asti CI, centralni jadro i1 externi a dorsalni kiiru. Pro
CGM jsme vybrali vzorky mezi —5,0 az po —6,2 mm od bregmy, které¢ obsahuji dorzalni
a ventralni ¢ast. Ve zrakové kite jsme vybrali vzorky mezi —5,0 az po —8,0 mm od bregmy.

Pro vlastni kvantitativni vyhodnoceni zmén imunoreaktivity CB-ir a CR-ir ve stafi jsme
pouzili stereologickou metodu vylucujici zkresleni, tzv. opticky disektor (Mayhew & Gundersen,
1996; West et al., 1991). K hodnoceni jsme pouzili svételny mikroskop Leica DMRXA, ktery byl
spojeny s digitalni kamerou (Optronics, 1600 % 1200 px) pfevad¢jici obraz na monitor pocitace.
Pomoci softwaru Neurolucida (MicroBrightField, USA) jsme provedli obrazovou analyzu.
Mikroskop (Leica DMRXA) byl vybaven motorizovanym stolkem umoziujicim pohyb ve sméru
os X a Y, posun ve sméru osy Z byl fizen digitdlnim mikroposuvem spojenym piimo
s mikroskopem. Vyuzili jsme moznost pocitacové generované sité (v programu Neurolucida) ptes
obrazovku monitoru, diky niz a tabulce nahodnych ¢isel bylo mozné nahodné zvolit pocatecni
pozici hodnoticiho ramecku ve vyhodnocované oblasti.

Pti pouziti 100x nasobné zvétsujiciho objektivu byla stanovena stala velikost hodnoticiho
ramecku (3850 um? — 70 x 55 um) a vyska optického disektoru byla konstantnich 10 um. Horni
a dolni hranice fezu byly zbéZzn¢ prohlédnuty, zda v nich nejsou ztracena bunécnd jadra
(Andersen & Gundersen, 1999). Prvnich a poslednich piiblizn¢ 5 um fezu bylo vylouceno
z analyzy pro vylouceni takto vzniklého zkresleni. Primérné bylo pocitdno 200 neuront na zvite,
zvlast pro colliculus inferior, zvlast pro sluchovou a zvlast pro zrakovou kiiru a pro CGM.
Kazdy neuron v hodnoticim ramecku byl zapocitin v okamziku, kdy jeho jadro bylo
v maximalnim zaostieni. V této poloze bylo kurzorem na obrazovce monitoru obkresleno
bunécné télo a automaticky byly zméteny morfologické parametry a optickd denzita. Hodnocena

byla jen CB-ir a CR-ir somata vét§i nez 5 um a s viditelnym jadérkem.

3.3.5. Statisticka analyza

Pouzité testy pro statistické zpracovani byly shodné jako v kapitole 3.2.6.
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3.4. Hodnoceni behavioralni reakce na zvukovy podnét v priitbéhu starnuti

u dvou kmenii potkanii

3.4.1. Pokusna zvirata

Do experimentu bylo zafazeno celkem 46 potkanii (23 potkanii kmene Long Evans a 23
potkanti kmene Fischer 344). Méfeni bylo provedeno ve tfech vékovych skupinach: mladi dospéli
potkani (ve véku 3-5 mésicti: n=10 potkani kmene F344 a n=9 potkani kmene LE), potkani
sttedniho veéku (12—-14 meésicli: n=6 potkani kmene F344 a n=5 potkani kmene LE) a stafi
potkani (24-26 mésicti: n=7 potkani kmene F344 a ve véku 24-34 mésicii n=9 potkanti kmene
LE). Rozsah tieti vékové kategorie zvifat (stafi potkani) byl uzsi u skupiny F344 nez u LE
potkand. Dusledkem téchto rozdili je délka Zivota (life span). U potkani kmene F344 je asi
0 6-8 mésict krat$i nez u potkanti kmene LE (Hoffman, 1979; Sass et al., 1975). Z tohoto
davodu byla skupina starych LE rozdélena do dvou podskupin, které byly hodnoceny oddélené:
skupina LE-A1, veék: 24 az 26 mésicl,, n=5 a skupina LE-A2, vék: 29-34 mésicii, n=4. To nam
umoznilo porovnat obé vekové skupiny F344 a LE, ale také nejstarsi zvifata obou kmend. Dalsi

podrobnosti viz kapitola 3.1.

3.4.2.  Stanoveni sluchového prahu prostiednictvim registrace ABR

Teoreticky tivod je popsan v kapitole 1.4.1. Pro vyhodnocovani sluchovych prahii pomoci
odpovédi ABR na zvukové podnéty jsme potkany uvedli do anestezie intramuskularni aplikaci
smési ketaminu (38 mg/kg; Calypsol, Gedeon Richter) a xylazinu (5 mg/kg; Sedazine, Fort
Dodge). Pro zajisténi klidu zvifete pfi méfeni a pro vylouceni svalovych artefaktii byla tato
anestézie nezbytnd. Po celou dobu meétfeni byla zvifata polozena na vyhtivané podlozce
s automaticky regulovanou teplotou 38 °C. Méfeni sluchovych prahi probihalo ve zvukové

1zolované a bezdozvukové komore.
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referencni ABR byly méfeny diferencidlni metodou

elektroda
. \\ pomoci tfi jehel z nerez oceli. Snimaci,
aktivni

" elektroda aktivni, elektroda  byla  umisténa

Zzemnici
glosipes podkozné nad temenem lebky v misté
® tzv. vertex. Tyto nahrané¢ odpovédi se
n¢kdy oznacuji jako odpovédi snimané ze

vzdaleného mista (far-field technique).
Referencni a zemnici elektrody byly

umistény za pravy a levy mastoideus

/ (obr. 8).

Obr. 8: Ilustracni schéma pro méreni ABR.
Hlustrace Jiri Lindovsky, ml.

Zvukova stimulace byla generovana a zpracovani signdlu z elektrod bylo provadéno
zafizenim TDT (System III, Tucker Davis Technologies, Florida, USA) a programem BioSig.
Registrované vyvolané odpovédi byly impedancné upraveny piedzesilovacem TDT RAA4LI,
zesileny desetkrat zesilovacem TDT RA16PA a zavedeny optickymi kabely do procesoru TDT
Pentusa, kde byly dale zesileny, filtrovany vrozmezi 300 Hz — 3 kHz (zisk 80 dB)
a digitalizovany vzorkovaci frekvenci 25 kHz (16 bitovy analogové/digitalni pfevodnik). Podnéty
pro akustickou stimulaci byly generovany pocitatové fizenym systémem TDT a ptivadény do
volného pole ve zvukové stinéné komote pomoci dvoupasmového reproduktorového systému
(Jamo woofer — nizké frekvence a SEAS T25CF 002 tweeter — vysoké frekvence) umisténého ve
vzdalenosti 70 cm pfed hlavou testovaného zvifete. Pro stanoveni sluchovych prahi jsme jako
stimuly uzili Sirokopasmové kliky a ¢isté tony frekvenci v rozmezi 2—32 kHz (trvani 3 ms, ¢asy
nab¢hu a poklesu 1 ms). Akusticky systém byl kalibrovan za pouziti mikrofonu B&K 4939,
predzesilovace ZC0020 a zvukoméru B&K 2231. U nahranych odpovédi byl sluchovy prah pro
kazdou frekvenci stanoven vizudlnim hodnocenim odpovédi na monitoru pocitace od
jednoznaéné nadprahovych hodnot po 5 dB sestupné az po hrani¢ni prahovou odpoveéd
(viditelnou odchylku od zakladni hladiny Sumu v €asovém okénku odpovidajicimu vyskytu
vyvolanych odpovédi). Pro kazdy podnét a kazdou intenzitu bylo pro zprimérnéni provedeno 250

vyvolanych odpovédi pti opakovani podnétii 20/s.
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3.4.3. Mereni ulekové reakce na intenzivni zvukovy podnét a prepulzni inhibice

ASR je ptechodnd motoricka reakce na neocekdvany intenzivni senzoricky podnét. Jde
o primitivni behavioralni projev, ktery je spole¢ny vSem savcim. Prepulzni inhibice tlekové
reakce je zpusobena akustickym stimulem, ktery je vlozeny pied samotny ulekovy signal

a samotnou odpoved’ na ulekovy signal zeslabuje. Vice viz kapitola 1.4.2.

3.4.4. Zarizeni pro méreni ASR a PPl

Vsechna behavioralni testovani jsme provadéli ve zvukove izolované komote (Coulbourn
Habitest, model E10-21) ve zvukotésné mistnosti. Potkan byl umistén do malé draténé klece
(160 x 85 x 90 mm), ktera byla uloZena na platformu citlivou na pohyb. Byl detekovan
motoricky reflex potkana anésledné pomoci piezoelektrického akcelerometru preveden na
elektricky signal. Zesileny napét'ovy signal byl dale zpracovéan zafizenim TDT system III (Tucker
Davis Technologies, Florida, USA; RP 2.1 Real-Time Processor), viz obr. 9. Vysledky jsme
vyhodnocovali pomoci programu vytvofeném v programovém prosttedi MATLAB
(The MathWorks, Inc.). Velikost ulekové reakce byla vyhodnocena v ¢asovém rozmezi 100 ms
od spusténi ulekového stimulu. Velikost amplitudy ASR byla urena maximalni vychylkou
sttidavého napéti v asovém okné odpovedi. Jako ulekové stimuly jsme pouzili kratké tony nebo
kratké impulzy bilého Sumu. Jako prepulzni stimuly jsme pouzili kratké tony. V obou piipadech
byly stimuly generované systémem TDT a prezentované reproduktorem (SEAS, 29AF/W), ktery
byl umistén uvnitt komory (12 cm nad platformou). Prezentace stimuld, stejné tak 1 nahravani
dat, bylo fizeno programem vyrobenym v prosttedi MATLAB. Zatizeni bylo zkalibrovano ve
frekvenénim rozmezi 1-32 kHz pomoci mikrofonu Briiel & Kjaer 4939, piipojenému

k ptedzesilovaci ZC 0020 a zvukoméru B&K 2231.
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Obr. 9: Ilustracni schéma testovaciho zarizeni pro ASR, kde jsou zndzorneny 3 typy méreni:
A — reakce pri ulekovém stimulu, kterému predchazi prepulzni stimul

B — reakce pri samotném ulekovém stimulu

C — reakce bez stimulu

llustrace Jiri Lindovsky, ml.

3.4.5. Mereni ulekové reakce na intenzivni zvukovy podnét

Ulekovou reakci vyvolaly zvukové stimuly, kratké tony o frekvenci 4, 8, a 16 kHz a bily

Sum o frekvenci 1,5-45 kHz (délka stimula 50 ms s ndbéznou a sestupnou hranou 5 ms). V kazdé
testovaci sérii byly méfeny reakce potkana na 7 ulekovych stimulli o rizné intenzité: 60, 70, 80,
90, 100, 110 a 120 dB SPL, ale také uroven aktivity bez stimulu (-10 dB). Kazdy stimul byl
prezentovan 10%. Stimuly byly prezentovany v ndhodném potadi. Aby u zvifat nedosSlo ke
snizen¢ tendenci reagovat piiopakované prezentaci stimulli, ktzv. habituaci, byly mezi

jednotlivymi stimuly proménné intervaly o trvani v praméru 15-30 s.

U kazdého typu stimulu byla vypocitdna primérnd amplituda ASR ze vSech

prezentovanych stimul daného typu. Nejvétsi a nejmensi hodnota amplitudy ASR byla
ze zpramériiovani vyloucena. Ulekové reakce byla zapoéitana, pokud primérna amplituda ASR

piekrocila primérnou zakladni amplitudu (0,03 + 0,008 V) o vice nez dvojnasobek smérodatné
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odchylky (tj. pfiblizné o vice nez 0,05 V). Poté byla oznafena prahovd hodnota ASR jako
minimalni intenzita testovaného stimulu, kterd vyvolala tlekovou reakci alespoii u 50 % piipadi

z celkové prezentace stimulu.

3.4.6. Mereni prepulzni inhibice ulekové reakce

Pti méfeni prepulzni inhibice (PPI) ulekové reakce jsme pouzili 3 rizné typy stimull:
samotny ulekovy stimul (bily Sum o intenzit¢ 115 dB SPL, délka stimulu 50 ms s ndb&éznou
a sestupnou hranou 5 ms), kombinaci tlekového stimulu a prepulzniho ténu (délka trvani stimulu
50 ms s nabéznou a sestupnou hranou 5 ms) o frekvenci 4, 8 a 16 kHz a pfi intenzit¢ 75 dB SPL
a uroven aktivity bez zvukového stimulu. Mezi prezentaci prepulzniho a tlekového stimulu byla
pauza 50 ms. Kazdy typ stimulu byl prezentovan desetkrat v testovaci sérii. Primérny interval
mezi jednotlivymi stimuly se pohyboval vrozmezi 15-30 s. Uginnost prepulzni inhibice
ulekového stimulu byla vyjadiena jako:

PPI=[1 — (amplituda ASR inhibovana prepulznim tonem) / (amplituda ASR bez PPI)] x 100 %.
100 % PPI tedy odpovida uplnému potlaceni ASR a vyssi hodnoty znamenaji silngjsi PPI.

3.4.7. Statistické zpracovani

Ke statistickému vyhodnocovani byly pouzity tyto parametry: prahy ABR, ASR prahy,
ASR amplitudy a amplituda ASR inhibovana prepulznim ténem. Analyzovany byly dvéma
zpisoby: mezikmenovym porovnanim potkani stejného véku (napf. mladi potkani F344 vs.
mladi LE potkani) a na zakladé vekové zavislosti v ramci dané¢ho kmene (napt. mladi potkani
vs. potkani stiedniho véku vs. staii potkani kmene F344). Tento piistup nam umoznil sniZzit
stupné volnosti v kazdém testu a tedy pouzit 2D testi misto 3D a zaroven se zaméfit vice na
vybrany parametr vynechanim dat, kterd neposkytuji relevantni informaci. Pouzivali jsme
dvojcestny ANOVA test s opakovanim nasledovany Bonferroniho post-hoc testem. K pouziti
ANOVY s opakovanim nas vedla skutecnost, Ze kazdé testované zviie poskytovalo data ve vSech

meéfenych frekvencich, tzn. ze v pfipadé ABR praht to byly toény frekvence 2, 4, 8, 16 a 32 kHz;
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v ptipadé ASR prahti a amplitud to byl bily Sum a toény frekvenci 4, 8 a 16 kHz a v piipad¢ PPI se
jednalo o tony 4, 8 a 16 kHz. Prvni typ analyzy pouZil tfi testy (jeden pro kazdou skupinu — mladi
dospéli, sttedniho veéku a stafi potkani), kde zavislou proménnou byla frekvence a kmen potkana.
U druhého typu analyzy byly provedeny dva testy (jeden u kazdého kmene), kde zavislou
proménnou byla frekvence a vék. Navzdory tomu, Ze ASR odpovédi a prahy byly méfeny pii
nckolika hladinach ulekového stimulu, statistické vyhodnoceni ASR amplitud bylo provedeno
v jednotné intenzité stimulu, a to 120 dB SPL. K testovani zavislosti amplitudy ASR na prazich
slySeni jsme pouzili linearni regresi nasledovanou F-testem, abychom urcili, zda smérnice

vypoctené piimky se signifikantné 1isi od nuly.

3.5. Hodnoceni behaviordlni reakce na zvukovy podnét u potkanich samic

kmene Long Evans ovlivnénych kratkou hlukovou expozici v mladi

3.5.1. Pokusna zvirata

Do této casti experimentu bylo zatazeno celkem 14 potkanich samic kmene Long Evans,
které byly rozdéleny do dvou skupin: 7 potkanich mlad’at bylo 14. postnatalni den vystaveno
kratké expozici hluku (8 min, 125 dB SPL) a zbylych 7 potkanii bylo pouzito jako kontrolni
skupina. Ob¢ skupiny potkani byly ve vé€ku 3—5 meésicti kazdy den testovany metodou méfeni
velikosti tlekové reakce na zvukovy podnét (acoustic startle reflex, ASR) a prepulzni inhibice
ulekové reakce na zvukovy podnét (prepulse inhibition, PPI). Do elektrofyziologického testovani
sluchovych prahti bylo zatfazeno 8 zdravych potkanich mldd’at — samic kmene Long Evans ve
véku P 14, znichz 4 byly ¢trnacty postnatalni den vystaveny kratké expozici hluku o vysoké
intenzit¢ (8 min, 125 dB SPL). U exponovanych zvifat byly zhruba 1 hodinu po expozici
anasledné 15. a 33. postnatalni den testovany sluchové prahy prostfednictvim kmenovych
vyvolanych odpovédi a vysledné hodnoty byly porovnany s hodnotami sluchovych praht
kontrolnich potkant (n=4). Dalsi podrobnosti viz kapitola 3.1.
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3.5.2.  Hlukova expozice

Potkani mladd’ata byla 14. postnatalni den v bdélém stavu vystavena 8 minut hlukové
expozici bilym Sumem o intenzit¢ 125 dB SPL ve specidlnim boxu. Béhem hlukové expozice
byla zvitata jednotlivé uzaviena v malé draténé kleci (vnitini rozméry: 13 x 6 x 6 cm) a umisténa
v bezdozvukovém boxu (vnitini rozméry: 24 x 24 x 34 c¢cm) vybaveném reproduktorem (B&C
Speakers DE700) ve vzdalenosti 17 cm od pfedni stény draténé klece. Bily Sum byl generovan
generatorem bilého Sumu RFT 03 004 a zesilen pomoci zesilovace. Pomoci mikrofonu B&K

4939, ptedzesilovate ZC0020 a zvukoméru

o

B&K 2231 bylo zméteno zvukové pole uvnitt

A
o

boxu ve ¢tyfech bodech. Hodnoty akustického
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|
w
o
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boxu bylo naméfené frekvencni spektrum Sumu
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|
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Obr. 10: Frekvencni spektrum bilého sumu.

3.5.3.  Stanoveni sluchového prahu prostiednictvim registrace ABR

Pro sniméani kmenovych evokovanych potencialii byli dospéli v mladi ohlusovani potkani
a kontrolni potkani uvedeni do anestézie pomoci intramuskularni aplikace sedativa medetomidin
hydrochlorid (Domitor, Farmos) v davce 0,3 mg/kg (uCinky pfetrvavaly miniméln€ 1 hodinu).
Pro stanoveni sluchovych prahii jsme jako stimuly uzili Sirokopasmové kliky a cisté tony
frekvenci v rozmezi 2-40 kHz (trvani 3 ms, casy ndb¢hu a poklesu 1 ms). Pro kazdy podnét
a kazdou intenzitu bylo pro zprimérnéni provedeno 500 vyvolanych odpovédi pii opakovani

podnéti 20/s. Teoreticky tivod je popsan v kapitole 1.4.1. Dalsi podrobnosti viz kapitola 3.4.2.
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3.5.4. Mereni ulekové reakce na zvukovy podnét

Ulekovou reakci vyvolaly zvukové stimuly, kratké tony o frekvenci 2, 4, 8, a 16 kHz
a bily sum o frekvenci 1,5-45 kHz (délka stimulii 50 ms s nabéznou a sestupnou hranou 5 ms).
V kazdé testovaci sérii byly méfeny reakce potkana na 6 ulekovych stimuli o rizné intenzité
(70, 80, 90, 100, 110 a 120 dB SPL), ale také uroven aktivity bez stimulu. Teoreticky uvod je
popsan v kapitole 1.4.2. Dal$i podrobnosti viz v kapitolach 3.4.3.,3.4.4. a 3.4.5.

3.5.5. Mereni prepulzni inhibice ulekové reakce

Pti méfeni prepulzni inhibice (PPI) tlekové reakce jsme pouzili 10 raznych typh stimult:
samotny ulekovy stimul (bily Sum o intenzit¢ 110 dB SPL, délka stimulu 50 ms s nabéznou
a sestupnou hranou 5 ms), 8 kombinaci ulekového stimulu a prepulzniho téonu (délka stimulu
50 ms s ndbéznou a sestupnou hranou 5 ms) na riiznych urovnich intenzity (10, 20, 30, 40, 50, 60,
70 a 80 dB SPL), a uroven aktivity bez zvukového stimulu. Mezi prezentaci prepulzniho
a ulekového stimulu byla pauza 50 ms. Kazdy typ stimulu byl prezentovan desetkrat v testovaci
sérii. Primérny interval mezi jednotlivymi stimuly se pohyboval v rozmezi 15-40 s. Prepulzni
inhibice ulekové reakce byla méfena prepulznimi stimuly o frekvenci 2, 4, 8 a 16 kHz. U¢innost
prepulzni inhibice ulekového stimulu byla vyjadiena jako:

PPI = (amplituda ASR inhibovana prepulznim téonem) / (amplituda ASR bez PPI) x 100 %.
Teoreticky tvod je popsan v kapitole 1.4.2. Dalsi podrobnosti viz kapitoly 3.4.3., 3.4.4. a 3.4.6.

3.5.6. Statistické zpracovani

Pro ovéfeni statistické vyznamnosti rozdild mezi prumérnymi hodnotami ASR na rtizné
typy stimuli mezi skupinami exponovanych a kontrolnich potkanii jsme pouzili analyzu variance
(analysis of variance, ANOVA) s ndslednym Student-Newman-Keuls post-hoc testem. Stejné tak
jsme testovali rozdily mezi primérnymi hodnotami ASR u jednotlivych stimulll a 0Uc¢innost
prepulzni inhibice ASR v experimentalnich skupinach. Rozdily ve sklonech funkce PPI jsme

analyzovali pomoci t-testu nebo linearni regrese.
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4. VYSLEDKY

4.1. Zmény v hladinach GADG65 a 67 a v imunoreaktivité v colliculus inferior,

sluchové a zrakové kiiie zpiisobené starnutim u potkanit dvou kmenii

4.1.1. Zmeny hladin GADG6S5 a 67 zpiisobené starnutim u kmene Long Evans
4.1.1.1. Colliculus inferior

Z analyzy provedené metodou western blot (viz obr. 11) vyplynul pfi srovnéani starych
zvitat s mladymi zvifaty velmi vyrazny pokles hladin obou proteinti, GAD65 1 GAD67, o 50 %
a48 % (P<0,01 a P<0,001) (obr. 12). Analyzované vzorky zahrnovaly cely colliculus inferior,
tedy vSechny jeho tii podcasti - externi ktiru (ECI), dorzalni ktiru (DCI) a centrélni jadro (CCI).
Nelze tedy fici, jak velké byly zmény vsamotném centralnim jadie (CCI), kde podle

histochemické analyzy byly poklesy nejvyrazngjsi.

Long Evans

el = = = —_—— e -— — — 44— GADG67
GADG65 —F= S S .-
aktin — - == =—— =— = -— - — — — — —— g alctin
T e T ] B s | B Ml st el st e ml=i sty
SK Cli ZK SK Cl ZK
Fischer 344
—_— S = = = ——— e - —— — a— GAD67
GADGS — P = v . ==
misaests iml stememil st Ml st ml. St il st
SK Cl ZK SK Cl ZK

Obr. 11: Reprezentativni filmy (1 mlady a 1 stary potkan LE a totéz F344) s vysledky analyzy western
blotu pro GADG65 (65 kDa, levy panel) a GADG67 (67 kDa, pravy panel) vyvolané metodou zesilené
chemiluminiscence. Aktin o molekulové hmotnosti 42 kDa byl interni kontrolou. Vzhledem k pouZiti
polyklonalni protilatky pro GADG65 je na levem panelu pritomné i nespecifické zbarveni (neoznacené
horni bledé prouzky).

SK — sluchova kiira, CI — colliculus inferior, ZK — zrakova kiira, ml. — mladi a st. — stavi potkani.
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Obr. 12: Vysledky analyzy hladin proteinit GAD65 a GAD67 v SK, CI a ZK u potkanit kmene Long Evans
(6 mladych a 6 starych u GADG6S5; 10 mladych a 10 starych u GADG67) a potkanii kmene Fischer 344
(2 stari a 2 mladi u GADG65; 6 mladych a 6 starych u GADG67). Modré sloupecky oznacuji mlada zvirata,
Cervené stard zvirata.

Jednotlivé experimentalni skupiny a mozkové struktury byly pro dany protein vidy zastoupeny na jednom
filmu (viz obr. 11). Arbitrarni jednotky jsme vypocitali jako pomeér optické denzity detekovaného proteinu
a aktinu (v naskenovanych filmech analyzou v sofiwaru ImageQuant).

Chybové usecky predstavuji S.D.; (** — P<0,01, ***— P<0,001).

Imunohistochemické analyza zjistila, ze neurony GAD65 a GAD67-ir byly pfitomny ve

vSech trech Castech colliculus inferior (pro detailnéjsi rozbor, viz Oliver et al. (1994). Pro CCI
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byla charakteristicka variabilita tvarii, rtizna velikost a intenzita nabarveni somat GAD-ir bun¢k.
Vétsina pozitivnich neuronit v ECI patfila bud’ k velkym vfetenitym neuroniim nebo mensim
ovalnym neuroniim spolu se shluky intenzivné nabarveného neuropilu a malym neuroniim.

Zatimco v DCI byla populace malych GAD-ir bun¢k fidce zastoupena (obr. 13A,B).

Obr. 13: llustracni obrdzek imunoreaktivity GAD67 v CCI (4), ECI (B) a v hlubokych a povrchovych
vrstvach sluchové kiiry (C,D) u mladého potkana kmene Long Evans. V barveni na GAD byly zmény ve

stari homogenni, pouhym okem neviditelnée, proto je obrazek urcen pro demonstraci samotného barveni
nikoliv pro demonstraci zmén.

Statisticky vyznamné zmény ve spojeni se starnutim byly zjistény pouze v centralnim
jadre a externi kufe (obr. 14A-D). V CCI se vyrazné snizila optickd denzita GAD65 a 67-ir
somat o 27 % (P=0,015) a 25 % (P=0,015). Zaroveni se mén¢ vyrazn¢ snizil i pocet pfitomnych
GADG65 a 67-ir bun¢k a to o 14 % (P=0,03) a 9 % (nesignifikantni). V ECI doslo pouze k poklesu
optické denzity o 16 % (P=0,03) a 14 % (P=0,03), zatimco pocet bunck zilistal na trovni mladych

potkand. V primérné velikosti somat jsme zadnou zménu v CI starych zvitat nenalezli.
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Obr. 14: Vysledky kvantitativniho vyhodnoceni imunoreaktivity GAD65 a GADG67 u potkanii kmene Long
Evans (A,B,C,D) a Fischer 344 (E,F). Modré sloupecky oznacuji mlada zvirata, cervené stara zvirata.

A, B) Pocet a opticka denzita GADG65-imunoreaktivnich neuronit v CCI, ECI, SK a ZK u mladych (n=4)
a starych (n=4) zvirat kmene Long Evans.

C, D) Pocet a opticka denzita GADG67-imunoreaktivnich neuronit v CCI, ECI, SK a ZK u mladych (n=35)
a starych (n=>5) zvirat kmene Long Evans.

E, F) Pocet a opticka denzita GADG67-imunoreaktivnich neuronii v CCI, ECI, SK a ZK u mladych (n=>5)
a starych (n=3) zvirat kmene Fischer 344.

Chybové usecky predstavuji S.E.M.,; (* — P<0,05, **— P<0,01).
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4.1.1.2.  Sluchova kura

Z vysledkt ziskanych z western blot analyzy vyplynul zna¢ny pokles hladin obou
izoforem GAD u starych potkani ve srovnani s mladymi jedinci. Hladiny poklesly o 43 %
u GADG65 a o 48 % u GAD67 (P<0,01 a P<0,001) (obr. 12). Analyzované vzorky pro western
blot obsahovaly oblasti Tel a Te3 dohromady. Ukézalo se také, ze hladiny obou GAD proteinti
v CI byly skoro tfikrat vysSsi nez ve sluchové kiie, a to jak u mladych, tak i u starych zvitat
(P<0,001). Rozdily mladi vs. stafi potkani i rozdily mezi CI a SK (a ZK) jsou dobfe viditelné i na
obr. 11.

GADG65 a 67-ir neurony byly pfitomny ve vSech korovych vrstvach studovanych zvirat
nezédvisle na véku s vyraznéj§im zastoupenim v povrchovych vrstvach (I.-IV.) nez v hlubsich
vrstvach (V.—VL.) (detailni popis, viz Prieto et al. (1994)). Stejné tak i v povrchovych vrstvach
(IL-IV.) bylo vyraznéjSi barveni neuropilu, krom¢é malo intenzivni I. vrstvy (obr. 13C,D).
Barveni dendritického vétveni bylo nestdlé. VétSinou bylo mozné sledovat alesponi primdrni
dendrity, ale obcas i néktery dendrit az do vzdalenosti 50-100 um. Rozdil mezi areami Tel a Te3
nebyl patrny. Zmény spojené se starnutim postihovaly ob¢ oblasti v primeéru stejné.

Vysledky imunohistochemické analyzy ukézaly pokles v optické denzité neuronii
u starych potkani srovnatelny s poklesem v CI. Opticka denzita GADG65-ir somat klesla o 20 %
(P=0,015) a GADG67-ir somat o 22 % (P=0,015). Pocet GAD65-ir bunék se u starych potkant
ve srovnani s mladymi sniZil jen nevyznamné (o 8 %), zatimco u GAD67-ir neuront byl o néco
vyraznéjsi (13 %, P=0,03). V Zadné korové vrstvé jsme neprokazali specificky odliSnou zménu.

Pokles poctu bunék byl homogenni a bez jakychkoliv fokalnich rozdili (obr. 14A-D).

4.1.1.3.  Zrakova kitra

Analyza western blotu odhalila zna¢né sniZeni hladin obou izoforem proteinti i ve zrakové
kare, nicméné jejich pokles byl méné vyrazny nez v obou sluchovych strukturdch. GAD65
poklesl o 23 % (P<0,05) a GAD67 o 21 % (P<0,05 a P<0,001) (obr. 11, 12). U mladych potkanti
byla hladina obou proteinti ve sluchové kiife vyssi nez v kufe zrakové (v ptipadé GAD67
signifikantn¢, P<0,05). U starych potkant byla hladina obou izoforem proteint GAD ve sluchové

1 zrakové kufe pfiblizné stejna. Po provedeni statistické analyzy velikosti poklesu jsme nasli
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v colliculus inferior ive sluchové kufe shodné, tedy méné patrné, poklesy obou izoforem
proteintl, zatimco ve zrakové kuife byl rozsah poklesu nejen procentudlné, ale i statisticky mensi
nez ve sluchovém systému (P<0,05).

Neurony GAD65 a GAD67-ir se nachazely ve vSech korovych vrstvach zrakové kury.
Rozlozeni, optickd denzita bun¢k 1 imunoreaktivita neuropilu byly velmi podobné nalezenym
vysledkim ve sluchové ktife. U starych potkanti bylo zjiSténo snizeni optické denzity bunck,
které bylo ponckud méné vyrazné nez ve sluchové kure, konkrétné o 12 % pro GADG65-ir
(nesignifikantni) a o 18 % pro GAD67-ir neurony (P=0,03). Naproti tomu pocet bunék GAD65
a 67-ir se s vékem téméf nesnizil (cca o 5 %, nesignifikantni). Stejn€ jako ve sluchové kire

a v colliculus inferior se nezménil ani primérny objem GAD pozitivnich bunék (obr. 14A-D).

4.1.2. Zmeényv GADG6S a 67 zpiisobené starnutim u kmene Fischer 344

V analyze western blot byly sledovany zmény hladin proteini GAD65 a GADG67.
Z divodu nizkého poctu zvitat pro stanoveni GAD65 (n=2) byla statistickd analyza provadéna
pouze pro GAD67 (n=6). V colliculus inferior poklesly hladiny GAD65 o 46 % a GAD67 0 47 %
(P<0,001) (obr. 12). Ve sluchové kite se snizilo mnozstvi GAD65 o 34 % a GAD67 o 45 %
(P<0,001). A ve zrakové¢ kiife byly hladiny GAD65 nizs$i o 19 % a GAD67 o 24 % (P<0,01).
Zmény byly tedy zcela obdobné jako u potkani kmene Long Evans.

V zasad¢ plati, Ze zmény souvisejici s vékem u kmene Fischer 344 mély stejny charakter
jako u kmene Long Evans. V imunohistochemické Casti experimentu byly studovany pouze
zmény v GADG67. Opticka denzita GAD67-ir somat poklesla v CCI o 21 % (P=0,03), v ECI
0 13 %, ve sluchové kiife o 14 % a ve zrakové kiiie také o 15 %. Pocet GAD67-ir bunék se snizil

v tychz strukturach v uvedeném potadi o 6 %, 10 %, 10 % a 6 % (obr. 14E-F).
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4.2. Zmény v hladindach CB a CR a v imunoreaktivité v colliculus inferior,
CGM, sluchové a zrakové kitire zpiisobené starnutim u potkanii dvou

kmenii

4.2.1. Zmeény hladin CB zpusobené starnutim u potkanii dvou kmenii

4.2.1.1.  Colliculus inferior

Analyza western blotu ukdzala s v€kem souvisejici signifikantni pokles hladiny
kalbindinu v celém IC u obou kment starych potkand v porovnani s mladymi zvifaty: o 49%
u kmene Long Evans a 0 45 % u kmene Fischer 344 (oba P<0,001) (obr. 15 a 16). Analyzované
vzorky zahrnovaly cely colliculus inferior, tedy vSechny tfi jeho podcasti.

CB-ir neurony byly pfitomny ve vSech trech castech colliculus inferior. VétSina
pozitivnich neuronti byla nalezena v dorzalni kafe (DCI) a externi kufe (ECI) (obr. 17A,B).
Zatimco v centralnim jadie (CCI) byla populace CB-ir bun¢k zastoupena pouze fidce. Statisticky
vyznamné zmeény spojené se starnutim byly zjistény prevazné v dorzalni kiife a v externi kiie.
Vlivem starnuti se vyrazné snizil poc¢et CB neurontt v DCI a ECI klife u obou kmenti potkanti
(021% a 16% u kmene Long Evans a o 18 % a 13 % u kmene F344 potkanti, resp. P<0,05;
P<0,01 v DCI LE potkanti; obr. 18A,B). Primérné velikosti CB-ir neuronalnich somat se
signifikantné sniZily pouze v dorzalni kiife IC (o 18 % u Long Evans a 16 % u F344 potkan,
respektive P<0,05; obr. 18C,D).

Fischer 344 Long Evans
(O e e I —— D e S a— — —
aktin =— — — — o — — T — — — —  —
ml. st ml. st ml. st ml. st ml. st ml. st
SK Cl ZK SK Cl ZK

Obr. 15: Reprezentativni filmy (1 mlady a 1 stary potkan Fischer 344 a totéz Long Evans) s vysledky
analyzy western blotu pro CB 28 kDa vyvolané pomoci metody zesilené chemiluminiscence. Aktin
0 molekulové hmotnosti 42 kDa byl interni kontrolou.

SK — sluchova kitra, CI — colliculus inferior, ZK — zrakova kiira, ml. — mladi a st. — stari potkani.
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Obr. 16: Vysledky analyzy hladin proteinii CB vSK, CI a ZK u mladych a starych potkanii
(4 mladi a 4 stari potkani kmene Fischer 344 a 4 mladi a 4 stari potkani kmene Long Evans).

Modreé sloupecky oznacuji mlada zvirata, cervené stara zvirata.

Jednotlivé experimentalni skupiny a mozkové struktury byly pro dany protein vzdy zastoupeny na jednom

filmu (viz obr. 15).
Arbitrarni jednotky byly vypocitany jako pomeér optické denzity detekovaného proteinu a aktinu

(v naskenovanych filmech analyzou v softwaru ImageQuant).
Chybové usecky predstavuji S.D.; (*** — P<0,001).

4.2.1.2. Sluchova kiira

Analyza metodou western blot ukazala signifikantni pokles zpisobeny starnutim
v hladin€ CB o0 54 % u LE a o 48 % u F344 (P<0,001) (obr. 15 a 16). Analyzovali jsme oblasti
Tel a Te3. Statisticky vyznamny pokles v hladiné CB v pribéhu starnuti byl pozorovan
iu zrakové kury: 42 % u LE a 50 % u F344 (P<0,001) (obr. 15 a 16). Tyto starnutim zptisobené
poklesy v podkorovych a korovych sluchovych oblastech jsou jasné patrné na reprezentativnich
filmech na obr. 15. Nicméné je zajimavé, ze hladina CB byla jak u starych tak u mladych zvitrat
piiblizné 2% vyssi ve sluchové kiite nez v Cl a ZK (P<0,01; Bonferroniho test s mnohonasobnym

porovnavanim).
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Obr. 17: llustracni obrazek imunoreaktivity CB v dorzdlni (A) a externi (B) kire IC u mladych potkanii
kmene Long Evans, ve ventralni ¢asti CGM mladého (C) a starého (D) potkana kmene Fischer 344,
v CGM (E) mladého potkana kmene Fischer 344 a ve sluchové kiife oblasti Tel u starého (F) a mladého

(G) potkana kmene Long Evans.
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CB-ir neurony byly pozorovany jak u kmene LE, tak u kmene F344 a to ve II. — VI. vrstvé
v oblastech Tel a Te3. Vyrazné vyssi opticka denzita a vétsi intenzita zbarveni neuropilu se vice
vyskytovalo v povrchovych vrstvach (I. — IV.) nez ve vrstvach hlubokych (V. — VIL.). Toto platilo
jak u starych, tak i u mladych zvifat (obr. 17F,G). Neurony v povrchovych vrstvach byly
obarveny slab¢ji nez neurony v hlubokych vrstvach: v n€kolika ptipadech jejich morfologie
pfipominala pyramidové neurony. V porovnani se zménami zplisobenymi starnutim u CI a CGM
byly zmény u CB-ir neuronli ve sluchové kiife méné napadné: snizeni o 14 % u LE a o 16 %
u F344 potkani. Pokles v po¢tu CB-ir neuronil v pritbé¢hu starnuti v oblasti Tel u starych zvitat
dosahl statistické vyznamnosti (P<0,05) (obr. 18A,B). Na druhou stranu objemové zmeény CB-ir

neurondlnich somat byly nepatrné a nesignifikantni.

4.2.1.3. Corpus geniculatum mediale

Z metodickych divodii nebylo CGM mozné zahrnout do analyzy metodou western blot.

V CGM byly CB-ir neurony ptitomny jak v dorzalni tak i ve ventralni Casti v podstatné
vyssi hustoté oproti vyskytu v IC a sluchové kiife (obr. 17C-E ). Ve srovnani s mladymi potkany
vyznamné poklesl pocet CB-ir bunék ve ventralni ¢asti u obou kmenti potkanti, a to o 18 %
u kmene Long Evans a 0 23 % u kmene F344 (oboji P<0,01; obr. 18A,B). Krom¢ toho, v dorzalni
c¢asti CGM u starych potkanti kmene F344 se také signifikantné snizil pocet CB-ir neuront
021 % (P<0,01; obr. 18A,B). Primérny objem CB-ir neuronovych somat byl ve ventralni ¢asti
obou kmenti potkand vlivem starnuti mensi, stejné tak i v dorzélni ¢asti kmene F344 potkant
(vSechny P<0,05; obr. 18C,D). Rozdil v primémé hustot¢ imunoreaktivnich neuronii mezi
mladymi a starymi zvifaty byl v nékterych piipadech viditelny pouhym okem (obr. 17C,D). Kvuli
mensi velikosti fezu v medialni ¢asti CGM a nizkému poctu CB-ir neuront v ¢asti této struktury
se znatn¢ zvysila S.E.M. ve srovnéani se v§emi ostatnimi analyzovanymi strukturami. To by ndm
neumoznilo provadét smysluplnou statistickou analyzu, proto jsme se rozhodli vynechat medialni

¢asti z naSich vypoctu.
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Obr. 18: Vysledky kvantitativniho vyhodnoceni imunoreaktivity CB u kmene Long Evans (A,C) a u kmene
Fischer 344 (B,D). Modré sloupecky oznacuji mlada zvirata, cervené stara zvirata.

A, C) Pocet a priumérny objem CB-imunoreaktivnich neuromiit v ECI, DCI, CCI, CGMV, CGMD, Tel
a Te3 u mladych (n=>5) a starych (n=95) zvirat kmene Long Evans.

B, D) Pocet a prumérny objem CB -imunoreaktivnich neurontt v ECI, DCI, CCI, CGMV, CGMD, Tel
a Te3 u mladych (n=>5) a starych (n=>5) zvirat kmene Fischer 344.

Chybové usecky predstavuji S.E.M.; (* — P<0,05, **— P<0,01).

4.2.2. Zmeny hladin CR zpiisobené starnutim u potkanii dvou kmenii

4.2.2.1. Colliculus inferior

Analyza pomoci western blotu ukdzala signifikantni pokles hladin CR zptisobeny
starnutim v CI u obou kmenti potkanii: 22 % u kmene LE a 21 % u kmene F344 (oboje P<0,05)
(obr. 19 a 20). Analyzované vzorky zahrnovaly vSechny tfi oddily CI. Je zajimavé, ze hladina CR

byla jak u starych, tak u mladych zvifat ptiblizné 2x vyss$i v CI nez ve sluchové kiife a ZK
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(P<0,01; Bonferroniho test s mnohonasobnym porovndvanim), jak je vidét na reprezentativnich
filmech na obr. 19.

CR-ir neurony byly nalezeny ve vSech tfech oddilech CI. VétSina CR-ir bunck se
vyskytovala v dorzalni a externi kiie (obr. 21A,B), pouze slabé barveni bylo pozorovano
v centralnim jadfe. Zmény zplsobené starnutim byly podobné bez ohledu na kmen a mély
tendenci k poklesu k CR-ir neuroni a k poklesu primérnych objemt ptfitomnych CR-ir
neurondlnich somat ve vSech oddilech CI. Pocet CR-ir neuronli se snizil signifikantné u obou
kmenti v dorzélni kite: 16 % LE a 20 % F344 (oboje P<0,05) (obr. 22A,B). Navic primérné
objemy CR-ir neurondlnich somat signifikantn¢ poklesly v dorzéalni a externi kafe v porovnani
s mladymi zvifaty. V dorzélni kiie byl tento pokles 19 % (P<0,05) u LE a 25 % (P<0,01) u F344,
zatimco v externi kafe se jednalo o pokles 15 % (P<0,05) u LE a 18% (P<0,05) u F344
(obr. 22C,D).

SK Cl ZK SK Cl ZK

Obr. 19: Reprezentativni filmy (1 mlady a 1 stary potkan Fischer 344 a totéz Long Evans) s vysledky
analyzy western blotu pro CR 29 kDa vyvolané pomoci metody zesilené chemiluminiscence. Aktin
o molekulové hmotnosti 42 kDa byl interni kontrolou. Vzhledem k pouziti polyklonalni protilatky jsou
pritomné i nespecificky zbarvené prouzky.

SK — sluchova kiira, CI — colliculus inferior, ZK — zrakova kiira, ml. — mladi a st. — stavi potkani.
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Obr. 20: Vysledky analyzy hladin proteinii CR vSK, CI a ZK u mladych a starych potkani
(4 mladi a 4 staii potkani kmene Fischer 344 a 4 mladi a 4 stari potkani kmene Long Evans).

Modré sloupecky oznacuji mlada zvirata, cervené stard zvirata.

Jednotlivé experimentalni skupiny a mozkové struktury byly pro dany protein vzdy zastoupeny na jednom
filmu (viz obr. 19).

Arbitrarni jednotky byly vypocitany jako pomér optické denzity detekovaného proteinu a aktinu
(v naskenovanych filmech analyzou v softwaru ImageQuant).

Chybové usecky predstavuji S.D.; (* — P<0,05).

4.2.2.2.  Sluchova kura

Metoda western blot ukézala pouze nesignifikantni pokles v hladinach CR béhem starnuti
a to jak u sluchové, tak u zrakové kury. Pokles u sluchové kiry byl 26 % u kmene LE a 20 %
u kmene F344, coz je vice nez u zrakové kury (16 % u LE a 15 % u F344) a podoba se
vysledkim u CI. Nicméné kvili vétsi variabilit¢ hodnot u jednotlivych zvifat (hodnot CR
v ptislusnych SK) byly rozdily v porovnani se situaci v CI nesignifikantni (obr. 19 a 20).

CR-ir neurony se vyskytovaly ve vSech korovych vrstvach bez ohledu na kmen a v¢k,
avSak nejcastéji byly v povrchovych vrstvach II. — III. 'V oblasti Te3 byl pocet CR-ir bun¢k
o néco vyssi v porovnani s oblasti Tel u obou kmenii zvlasté v povrchovych vrstvach. Distribuce

CR-ir neuront v§ak byla v korovych vrstvach prakticky stejna v obou sluchovych oblastech.
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Obr. 21: llustracni obrazek imunoreaktivity CR v dorzalni (A) a externi (B) kiire IC u mladych potkani
kmene Long Evans a ve sluchové kiire oblasti Tel u mladého (C) potkana kmene Fischer 344.

Pozitivni neurony s dobie obarvenymi vybézky ukédzaly omezené horizontalni a dlouhé
vertikdlni vétveni (obr. 21 C). Béhem starnuti pocet CR-ir neurontl v oblasti Tel a Te3 poklesl.
Nicméné pokles nebyl signifikantni ani u jednoho kmene. Rozdil v primérném objemu somat
mezi mladymi a starymi zvifaty byl nepatrny (obr. 22C,D). Pii analyze jednotlivych korovych
vrstev se ukazalo, ze pokles poctu CR-ir neuronii béhem starnuti byl vyrazngjsi ve vrstvach

I. — II. a VL., zatimco ve vrstvach IV. a V. téméf k poklesu nedoslo.
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Obr. 22: Vysledky kvantitativniho vyhodnoceni imunoreaktivity CR u kmene Long Evans (A,C) a u kmene
Fischer 344 (B,D). Modré sloupecky oznacuji mlada zvirata, cervené stara zvirata.

A, C) Pocet a prumerny objem CR-imunoreaktivnich neuronti v ECI, DCI, CCI, Tel aTe3 u mladych
(n=5) a starych (n=>5) zvirat kmene Long Evans.

B, D) Pocet a priimérny objem CB -imunoreaktivnich neuronit v ECI, DCI, CCI, Tel aTe3 u mladych
(n=5) a starych (n=>5) zvirat kmene Fischer 344.

Chybové usecky predstavuji S.E.M.; (* — P<0,05, **— P<0,01).

4.2.2.3. Corpus geniculatum mediale

Prakticky zadné CR-ir bunky nebyly pozorovatelné na fezech CGM u starych ¢i mladych
zvitat obou kmenl. V néckterych piipadech bylo vidét nékolik CR-ir bun¢k ve vnégjSich
povrchovych vrstvach dorzalniho CGM a to u vSech zvifat bez ohledu na v€ék a kmen. Nicméné

piesna hranice vzhledem k sousednim jadrim nebyla v téchto ptipadech jasna.
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4.3. Zmény v behaviordlni reakci na zvukovy podnét zpiisobené starnutim

u potkanii dvou kmenii

4.3.1.  Sluchoveé prahy stanovené pomoci ABR

Odhad citlivosti sluchu je zaloZzen na zdaznamu ABR, ktery byl méfen u kazdého
experimentalniho zvifete. Na obr. 23 jsou znazornény pramérné hodnoty ABR vyhodnocené pro
oba kmeny potkanti v jednotlivych vékovych skupinach. Pfi porovnavéani hodnot sluchovych
praht mezi obéma kmeny potkanti jsme zjistili, ze prahové hodnoty ABR stanovené u mladych
dospélych potkani kmene F344 mély tendenci k mirnému zvySeni ve srovnani s hodnotami
u mladych dospélych potkant kmene LE (viz tabulka 1, test ABR-Y); rozdily byly statisticky
vyznamné jen pii 32 kHz (p<0,01). Potkani ve stifednim véku méli v celém frekvencnim rozsahu
signifikantn¢ vyssi prahové hodnoty ABR u kmene F344 nez potkani kmene LE (viz tabulka 1,
test ABR-M). Porovnani hodnot sluchovych prahti ve skuping starych potkanti ukazalo podobné
poskozeni u obou kment (skupiny zvitat: starych F344, LE-A1 a LE-A2), signifikantn¢ vyssi
prahové hodnoty ABR u potkanti kmene F344 byly piitomny pouze na frekvenci 32 kHz
(viz tabulka 1, test ABR-A).

Vysledky porovnani prahi pii starnuti u kazdého kmene ukazuji, Ze na frekvenci
16-32 kHz byly u F344 potkani sluchové prahy vyrazné zvySeny jiz ve stiednim véku.
K dalsimu zhorseni sluchovych praht, a to v celém rozsahu frekvenci, doslo béhem druhého roku
zivota (viz tabulka 1, test ABR-F344). Na rozdil od kmene F344 byly sluchové prahy u stfedniho
véku LE potkani podobné prahim mladym dospélym potkanim LE (viz tabulka 1,
test ABR-LE). Zatimco v porovnani s mladymi zvifaty jsme zjistili u nejstarSich LE potkant
(skupina starych LE-A2, 29 az 34 mésict) vyznamné zvySeni sluchovych prahtli, u starych
potkanli LE ve véku 24-26 mésict (skupina starych potkani LE-Al, viz kapitola 3.4.1.) byl

narust mirny, le¢ nesignifikantni.
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Obr. 23: Priumérné hodnoty sluchovych prahit ABR u mladych dospéelych, ve stiednim véku a starych
potkanii kmene Fischer 344 a Long Evans. Stari potkani kmene LE byli rozdeéleni do dvou podskupin:
LE-AI (24-26 mesicii) a LE-A2 (29-34 mesicii). Chybové usecky predstavuji S.E.M.

4.3.2.  Ulekovd reakce na neocekdvany zvukovy podnét o vysoké intenzité

Vysledky pokust ukazaly, ze se ulekova reakce na neocekavany zvukovy podnét mezi
F344 a LE potkany liS§i. U kazdého kmene byly navic pozorovany vékem podminéné zmény
v amplitudé ASR. Pii porovnéni sluchovych prahi ASR stejnych v€kovych skupin obou kmenti
potkanti jsme zjistili podobné primérné hodnoty u vSech srovnavanych dvojic — mladych
dospélych (viz tabulka 1, test ASRt-Y), stfedniho véku (viz tabulka 1, test ASRt-M) a u starych
zvitat (skupiny starych potkanti F344, LE-Al a LE-A2, viz tabulka 1, test ASRt-A). Hodnoty
sluchovych prahi ASR se u obou kmenti pohybovaly mezi 75 a 90 dB SPL u tént s frekvenci
4-16 kHz (u vysokofrekvenc¢nich tona s posunem prahu nahoru) a 70-75 dB SPL u bilého Sumu.
Staii potkani obou kment vykazovali trend vysSSich prahovych hodnot ASR zejména na vysSich
frekvencich. Tyto rozdily ve srovnani s mladymi potkany F344 nebyly statisticky vyznamné

(viz tabulka 1, test ASRt-F344). Naproti tomu u potkanli LE dos$lo k vyraznému zvySeni hodnot
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sluchovych prahlt ASR u nejstarSich zvifat (ve srovnani s mladymi) na frekvenci 8 a 16 kHz
(viz tabulka 1, test ASRt-LE).

Na obrazku 24 jsou zndzornény zavislosti primérné amplitudy ASR na intenzité
zvukového podnétu u mladych dospélych, sttedniho véku a starych potkanti kmene F344 a kmene
LE ziskané¢ méfenim ulekové reakce na neoCekavany podnét — bily Sum a tony o rtznych
frekvencich (4, 8, 16 kHz). Vzhledem k monoténnimu pribéhu funkce zavislosti amplitudy ASR
na intenzit¢ zvuku a podobnym zméndm ASR pii riznych intenzitdich bylo statistické
vyhodnoceni tlekové reakce provedeno pouze na jedné intenzité stimulu, a to 120 dB SPL, ktery
obvykle vyvolal maximalni amplitudu ASR (obr. 25).

Porovnanim obou kment potkanli jsme zjistili, ze u potkanti F344 byly amplitudy
odpovédi ASR celkové nizsi (obr. 24, 25). Rozdil se projevil vyraznéji u bilého Sumu a u tont
nizkych frekvenci, zejména u mladych dospélych potkant a u potkana stiedniho véku. V obou
veékovych skupinach méla zvifata kmene F344 oproti stejné starym LE potkaniim amplitudy
reakci na bily Sum nebo 4 kHz tony pfiblizné¢ dvojnasobné mensi. Statistickd analyza odhalila
u mladych dospélych vyznamny rozdil mezi kmeny pouze u odpovédi na bily Sum a na tony pii
4 kHz (viz tabulka 1, test ASRa-Y), naproti tomu u potkant ve stiednim véku byly u kmene F344
signifikantné¢ niz§i ASR amplitudy nejen na bily Sum a tony 4 kHz, ale i tony 8 kHz
(viz tabulka 1, test ASRa-M). U starych potkant byly amplitudy ASR u obou kment (skupiny
zvitat F344, LE-A1l a LE-A2) podobné bez ohledu na stimul (viz obr. 24, 25) (viz tabulka 1,
test ASRa-A).

Vyhodnoceni efektu starnuti ukazalo, Zze u potkani obou kmenti doslo u odpovédi na
ulekovy stimul k poklesu. SniZzeni amplitud ASR se vSak projevilo diive u potkani F344 nez
u kmene LE (obr. 25). U ténovych podnétl, a to u vSech frekvenci, byl starnutim zpiisobeny
pokles amplitudy ASR u potkanii F344 patrny jiz ve véku 12—14 mésict; rozdil mezi potkany
sttedniho véku a mladymi dospélymi dosahl statistické vyznamnosti (viz tabulka 1, test ASRa-F).
Dulezité¢ je, ze u tonovych podnéti nebyl u kmene F344 zaznamenan rozdil mezi zvifaty
sttedniho veéku a starymi potkany. Naproti tomu reakce na bily Sum nebyly u F344 rozdilné mezi
potkany mladymi a stfedniho véku, avSak byly vyznamné niz$i u starych zvifat v porovnani
se stfednim vékem. U potkanti kmene LE se ukézalo, ze se zvifata stfedniho véku od mladych
dospélych potkani v ASR amplitudach neliS§i. AvSak stafi potkani obou podskupin jiz

v porovndni se zviraty stfedniho v€ku reagovali mén¢. To platilo pro vSechny stimuly kromé tonti

77



o frekvenci 16 kHz (viz tabulka 1, test ASRa-L). Stru¢né feceno u potkant stiedniho v€ku kmene
F344 byla zaznamenédna podobné tendence odpovédi jako u starSich zvifat, zatimco u potkanti

kmene LE ve stfednim véku méla zvitata podobné odpovédi jako mladéd dospélé zvirata.

Proménna s

Nezdvisla proménna opakovanim

(frekvence)

Oznaceni Stupné Stupné

faktoru volnosti Hodnota F volnosti  Hodnota F
ABR-Y kmen 1 11,22 ** 4 85,69 ***
ABR-M kmen 1 130,10 *** 4 69,11 ***
ABR-A kmen 2 18,61 *** 4 52,91 ***
ABR-F vék 2 58,96 *** 4 109,50 ***
ABR-L vék 3 14,80 *** 4 87,28 ***
ASRt-Y kmen 1 4,29 ns 3 38,17 ***
ASRt-M kmen 1 3,62 ns 3 23,71 ***
ASRt-A kmen 2 1,99 ns 3 21,01 ***
ASRt-F vek 2 2,73 ns 3 37,56 ***
ASRt-L vék 3 5,80 ** 3 37,98 ***
ASRa-Y kmen 1 22,77 *** 3 26,19 ***
ASRa-M kmen 1 55,42 *** 3 20,18 ***
ASRa-A kmen 2 7,28 ** 3 29,07 ***
ASRa-F vék 2 38,66 *** 3 31,70 ***
ASRa-L vek 3 38,82 *** 3 17,64 ***
PPI-Y kmen 1 41,56 *** 2 1,87 Ns
PPI-M kmen 1 10,65 * 2 0,61 Ns
PPI-A kmen 2 3,13 ns 2 0,14 Ns
PPI-F vék 2 5,18 * 2 3,01 Ns

PPI-L vék 3 38,27 *** 2 3,63 *

Tab. 1: Vysledky a hodnoty statistiky dvoufaktorové ANOVY s opakovianim pro méreni ABR (nahore),
ASR (uprostied) a PPI (dole).

ASRt — prahy ASR, ASRa — amplituda ASR, L — Long Evans, F — Fischer 344,

Y —mladi dospéli, M — stiedni vek, A — start
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U obou kmenii potkanii sila odpovédi ASR zna¢né zavisela na spektralnim obsahu
stimulu (viz naptiklad obr. 24). Obecné plati, ze WN (bily Sum) a nizkofrekvenc¢ni tony vyvolaly
vyrazné vyss$i amplitudy ASR nez vysokofrekvenéni tony. Odpovédi ASR na ténové podnéty
vykazovaly podobné rysy u obou kmenii potkanii: pfi tonech o frekvenci 4 kHz a 8 kHz byly
vyznamné odliSné pouze u mladych dospélych zvitat, na 4 kHz a 16 kHz byly vyznamn¢ odlisné
ve skupinach mladych dospélych a stfedniho véku, u tona frekvence 8 kHz a 16 kHz nebyly
vyznamn¢ odlisné v zadné vékové skupin€. Reakce ASR na bily Sum se vSak u obou kment jiz
lisily. U potkanti kmene LE nezpiisobil bily Sum vyznamné rozdilny efekt v porovnani s tony na
frekvenci 4 kHz ve vSech vékovych skupinach. Vyvolal vSak vyssi amplitudy ASR v porovnani
stony o 8 kHz u mladych dospélych a v porovnani s tony na frekvenci 16 kHz u mladych
dospélych a ve stfednim v€ku (viz tabulka 1, test ASRa-L). Nicméné potkani kmene F344
vykézali amplitudy odpovédi na bily Sum vétsi v porovnani se vSemi tonovymi podnéty u vSech
vékovych skupin, s vyjimkou pro toény na frekvenci 4 kHz u skupiny mladych dospélych zvirat
(viz tabulka 1, test ASRa-F).

Vzhledem k tomu, ze primérné hodnoty sluchovych prahit ABR se v priibéhu starnuti
zvysily a pruimérné amplitudy ASR se se starnutim snizily, rozhodli jsme se tyto dva parametry
korelovat. V kazdé veékové skupiné u kazdého kmene potkana bylo pouzito ke kvantifikaci
zavislosti amplitudy ASR na ztraté¢ sluchu proloZeni linedrni regresi. Jelikoz v Zadném ptipadé
linedrni proloZeni nemélo smérnici statisticky vyznamné odliSnou od nuly, mizeme dojit
k zavéru, Ze neexistuje vyznamna zavislost ASR amplitudy na ztraté sluchu. Jinymi slovy

zvysena hodnota prahu ABR neznamené obecné nizsi ASR amplitudu.
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Obr. 24: Zavislosti amplitudy ASR na intenzite zvukového podnétu (bily sum (WN) a tonové stimuly
o frekvenci 4, 8 a 16 kHz) u mladych dospélych, ve strednim véku a starych potkani kmene F344 a LE.
Stari potkani kmene LE byli rozdéleni do dvou podskupin: LE-AI (24-26 mésicii) a LE-A2 (29-34
meésicii). Chybové usecky predstavuji S.E.M.
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Obr. 25: Prumeérna velikost amplitudy ASR, vyjadienda ve voltech, stanovend u bileho Sumu a na
frekvencich 4, 8 a 16 kHz p¥i intenzité zvukového podnétu 120 dB SPL u mladych dospélych, ve strednim
veku a starych potkanii kmene F344 a LE. Stari potkani kmene LE byli rozdéleni do dvou podskupin:
LE-AI (24-26 mesicii) a LE-A2 (29-34 mésicii).

Chybové usecky predstavuji S.E.M.; (* — P<0,05, ** — P<0,01, ***— P<0,001).

4.3.3.  Prepulzni inhibice ulekové reakce na neocekavany zvukovy stimul

Vysledky ukazaly, Ze prepulzni inhibice tonem 75 dB SPL byla obecné méné uc¢inna
u potkanti F344 ve srovnani s potkany LE (viz obr. 26). Zavisela jak na véku potkana, tak na
frekvenci zvukového podnétu. U mladych dospélych potkanti bylo zjisténo vyznamné mensi
potlaceni ASR u potkant F344 ve srovnani s potkany LE na vSech testovanych frekvencich

(viz tabulka 1, test PPI-Y). Ve stfednim véku se oba kmeny liSily pouze pfti frekvenci tonu 4 kHz
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(viz tabulka 1, test PPI-M), zatimco srovnani starych zvitrat neprokazalo rozdil v zadném ptipadé
(skupiny starych zvirat F344, LE-A1 a LE-A2, viz tabulka 1, test PPI-A).

Podobné jako u ASR bylo i zde pozorovano sniZeni ucinnosti PPI pfi starnuti u obou
kmenti (viz obr. 26). U F344 potkanti byla vyznamnd zména v PPI spojend se starnutim
pozorovana pouze pii porovnani mladych dospé€lych a starych zvitat (viz tabulka 1, test PPI-F).
Stejné tak se u LE potkanti snizila PPI pouze v nejvysSim sledovaném véku (29—34 mésici) a to

u frekvence tonu 16 kHz (viz tabulka 1, test PPI-L).

4 kHz 8 kHz
100 - " 1 100 i
a o
o o
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100+
80—+
_ eo- B miadi dospéli (F344, LE)
s B stiedni vék (F344, LE)
T 40 B stafi (F344, LE-A1)
o ] Bl stafi (LE-A2)
20
0_

LE

F344

Obr. 26: Hodnoty PPI u zvukovych podnétit (tonové stimuly o frekvenci 4, 8 a 16 kHz) u mladych
dospélych, ve strednim véku a starych potkanit kmene F344 a LE. Stari potkani kmene LE byli rozdéleni
do dvou podskupin: LE-Al (24-26 meésicu) a LE-A2 (29-34 mésicu).

PPI = [1 — (amplituda ASR inhibovand prepulznim tonem) / (amplituda ASR bez PPI)] x 100 %.
Stoprocentni PPI tedy odpovida uplnému potlaceni ASR a vyssi hodnoty znamenaji silnéjsi PPI.

Chybové usecky predstavuji S.E.M.; (* — P<0,05, **— P<0,01, ***— P<0,001).
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4.4. Zmény behaviordlni reakce na zvukovy podnét u dospélych potkanii

vystavenych v mladi kratké hlukové expozici

4.4.1. Sluchové prahy a zavislost amplitudy ABR na intenzité zvukového podnétu

Sluchové prahy byly méfeny 40. postnatalni den u obou skupin experimentalnich zvirat.
Namétené prahové hodnoty sluchu v rozmezi od 2 do 40 kHz u dospélych v mladi exponovanych
(8 min, 125 dB SPL, 14. den) a kontrolnich potkani se statisticky vyznamné neliSily
(viz obr. 27).

—e— exp.
—e— kontr.

intenzita [dB SPL]

= N W b O O N ©
O O O O O O o o o
| | | | | | | |

T T T T T T TT] T T T T T T 171

10 100
frekvence [kHz]

—_

Obr. 27: Audiogramy priméernych odpoveédi ABR mérenych u exponovanych (n=7) a kontrolnich (n=7)
zvirat. Obe krivky se téemer prekryvaji, sluchové prahy obou skupin potkanii se vyznamné nelisi.
Chybové usecky predstavuji S.E.M.

Dale jsme pii registraci ABR vyuzili moznost zhodnotit funkci rozliSovani intenzit zvuku
také na trovni periferniho sluchového systému. Stanovili jsme tak primérnou funkci zéavislosti
amplitudy ABR na intenzit¢ zvukového podnétu (amplitude-intensity function, AIF)
u kontrolnich a exponovanych zvifat. Protoze posun sluchového prahu byl u exponovanych
potkanil nejvyrazné€jsi na frekvenci 8 a 16 kHz, hodnotili jsme AIF na frekvenci 8 kHz. Ptiblizné
tf1 tydny po hlukové expozici, kdy byly sluchové prahy exponovanych zvifat srovnatelné s prahy
ABR kontrolnich potkanti, porovnali jsme primémé AIF mezi obéma experimentalnimi
skupinami (obr. 28). Prib¢h funkce AIF mezi exponovanou a kontrolni skupinou zvitat se téméf
nelisil (P>0,1 na vSech intenzitdch zvukového podnétu). Tento vysledek podpoftil nés predpoklad

neporusené reprezentace intenzity zvuku na periferni irovni sluchového systému.
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Obr. 28: Velikost amplitudy ABR v zavislosti na intenzité zvukového podnétu (amplitude-intensity
function, AIF). Prumérné funkce AIF na frekvenci 8 kHz registrované tri tydny po hlukové expozici
u exponované (Cervena kirivka) a kontrolni skupiny zvirat (modra kiivka); chybové usecky predstavuji
S.EM.

4.4.2.  Ulekovd reakce na neocekdvany zvukovy podnét o vysoké intenzité

U dospélych potkanti obou experimentalnich skupin jsme testovali vnimani zvuku
prostiednictvim tulekové reakce na zvukovy podnét (acoustic startle reflex, ASR). Primérmné
amplitudy ASR vyvolané tonovymi podnéty o frekvenci 2, 4, 8 a 16 kHz a bilym Sumem ve
skupiné exponovanych a kontrolnich zvifat jsou znazornény na obr. 29. Prahy ASR
u exponovanych a kontrolnich potkanii nebyly vyrazné odlisné: ptiblizné 100 dB SPL pro
frekvenci 2 kHz, 80-90 dB SPL pro 4-16 kHz a 70 dB SPL pro bily Sum. Velikost amplitud ASR
v okoli prahovych hodnot byla u obou experimentdlnich skupin podobna. Naproti tomu
amplitudy ASR vyvolané na vysokych intenzitdch zvukovych podnéta (110-120 dB SPL) byly
u exponovanych potkani statisticky vyznamné nizsi (s vyjimkou amplitud ASR vyvolanych
tonem o frekvenci 2 kHz, obr. 29).

V obou skupinach experimentalnich zvifat byla zfetelna tendence poklesu amplitudy ASR
v zavislosti na vzristajici frekvenci stimulu: vysokofrekvencni tony vyvolaly vyrazné mensi
amplitudu ASR v porovnani s tony o nizké frekvenci (obr. 30). Zatimco u kontrolnich potkant
doSlo ke statisticky vyznamnému poklesu amplitudy ASR na frekvenci 16 kHz (P<0,05),
u exponovanych potkanti byla amplituda ASR vyznamné redukovana jiz na frekvenci 8 kHz
(P<0,05) (obr. 30). Je tieba poznamenat, ze ASR odpovédi na 16 kHz byly snadno zjistiteln¢,
nebot’ ASR amplitudy na prahové Grovni pii reakci na podnéty 16 kHz byly piiblizné¢ sedmkrat
vyssi nez primérna amplituda referencni odpovédi. Tato hodnota odpovidd poméru signalu

k Sumu o vice nez 15 dB.
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Obr. 29: Velikost amplitudy ulekoveé reakce na neocekavany zvukovy podnét v zavislosti na intenzité
zvukoveho podnétu (bily sum a kratké tony o frekvencich 2, 4, 8 a 16 kHz), ,,B** — bez stimulace; chybové
usecky predstavuji S.E.M.; (* — P<0,05; **— P<0,01).
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Obr. 30: Prumeérna velikost amplitudy ASR, vyjadrena ve voltech, stanovend na frekvencich 2, 4, 8
a 16 kHz pri intenzité zvukoveho podnétu 120 dB SPL u exponovanych (Cervené sloupecky) a kontrolnich
(modré sloupecky) zvirat; chybove usecky predstavuji S.E.M.; (* — P<0,05).
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4.4.3.  Prepulzni inhibice ulekové reakce na neocekavany zvukovy stimul

Utinek prepulzni inhibice (PPI) na velikost ulekové reakce (ASR) byl testovan pomoci
riznych intenzit prepulznich tonli o frekvenci 2, 4, 8 a 16 kHz. Obr. 31 znadzorfiuje primérné
relativni amplitudy ASR v zavislosti na intenzit¢ prepulzniho stimulu (funkce PPI). Amplituda
ASR, ktera neni inhibovana prepulznim stimulem, odpovidd hodnoté 100 % (hodnota oznacena
jako ,,B“ na ose x). Funkce PPI u exponovanych a kontrolnich potkani maji zfetelné odliSny
pribéh. Zatimco u kontrolnich potkanii byl pribéh funkce PPI charakterizovan rovnomérnym
poklesem, kterému v ptipadé prepulzniho stimulu 2 kHz pfedchazelo poc¢atecni plateau (disledek
nedostatecné¢ho ucinku prepulzni inhibice ASR na nizkych frekvencich zvukového podnétu).
Naproti tomu u exponovanych potkan se pribéh funkce PPI vyznacoval strmym poklesem
amplitudy ASR (tzn. vyrazny efekt prepulzni inhibice) na nizsich intenzitach prepulzniho stimulu
(2030 dB SPL) nésledovany fazi pomalého poklesu amplitudy ASR (intenzita prepulzniho
stimulu od 20-30 dB SPL do 60-70 dB SPL), kdy ubytek intenzity prepulzniho stimulu vedl
pouze knepatrnym rozdilim ve velikosti amplitudy ASR. Statisticky vyznamné rozdily
v pruimérnych hodnotach amplitud ASR mezi experimentalnimi skupinami byly detekovany na
nasledujicich urovnich intenzit prepulzni inhibice: 20 a 30 dB na 2 a 4 kHz, 20 dB na 8 kHz
a 30 dB na 16 kHz.
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Obr. 31: Ucinnost prepulzni inhibice: zdvislost primérné relativni amplitudy ASR na intenzité
prepulzniho stimulu (funkce PPI); 100 % odpovida velikosti neinhibované amplitudy ASR (ASR bez
prepulzniho stimulu oznacend ,,B** na ose x). K¥ivka linedrni regrese pro skupinu kontrolnich potkanii je
znazornéna modrou carou, pro skupinu kontrolnich potkanii cervenou carou, prvni az treti faze priubéhu
funkce PPI jsou vymezeny odstiny modré barvy, chybové usecky predstavuji S.E.M.,

(*— P<0,05, **— P<0,01, ***— P<0,001).

S ohledem na tvar funkce PPI u exponovanych potkanti jsme pribéh rozdélili do tii
intervali (obr. 32 a 33). Prvni faze byla dana nejnizsi intenzitou prepulzniho stimulu, pfi které se
velikost amplitudy ASR skoro neliSila od neinhibované, tedy 100% velikosti amplitudy ASR,
a intenzitou tzv. bodu zlomu. Bod zlomu byl stanoven na irovni prepulzni intenzity stimulu, kdy
byla amplituda ASR statisticky vyznamné men$i nez amplituda ASR vyvolana o 10 dB nizsi
intenzitou prepulzniho stimulu a zaroven byla statisticky vyznamné vétsi nez amplituda vyvolana
o 10 dB vyssi intenzitou prepulzniho stimulu. Funkce PPI v prvni fazi byla charakterizovana
strmym poklesem amplitudy ASR. Druhd faze zacinala intenzitou bodu zlomu a pokracovala
v rozmezi nasledujicich 40 dB intenzit prepulzniho stimulu. Priibéh funkce PPI ve druhé fazi byl
definovan pomalym poklesem amplitudy ASR, kdy pfirtastek 10 dB prepulzni intenzity ve vétSing
piipadii nezpiisobil statisticky vyznamny vzestup ucinnosti PPI. Naproti tomu tfeti faize m¢la
doznivajici charakter a pribéh funkce PPI se v této Casti mezi exponovanymi a kontrolnimi
zvitaty nijak neliSil.
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Pomoci kvantitativni analyzy jsme porovnali tvar funkce PPI u kontrolnich
a exponovanych zvifat v pribéhu prvni a druhé faze, kde byly funkce zietelné odlisné. V obou
fazich jsme zjistili rozdilny sklon funkci PPI, a to u vSech testovanych frekvenci PPI stimuli.
Zatimco v porovnani s kontrolnimi potkany byl v prvni fazi pribéhu sklon funkce PPI
u exponovanych potkant statisticky vyznamné vétsi (obr. 32, horni panel), ve druhé fazi méla
funkce PPI statisticky vyznamné mensi sklon u exponovanych zvifat ve srovnani s kontrolnimi
zvitaty (obr. 32, spodni panel).

Na obrazku 33 je shrnuta statisticka vyznamnost rozdili v u¢innosti rtiznych intenzit PPI
stimult na zménu amplitudy ASR v pribéhu druhé faze PPI u exponovanych a kontrolnich zvifat.
Z vysledkl je patrné, ze vzestup prepulzni intenzity o 10 nebo 20 dB nevedl u exponovanych
zvifat ani v jednom piipadé ke statisticky vyznamnému poklesu amplitudy ASR. Ani vétsi
prirGstek intenzity prepulzniho stimulu (>20 dB) casto nezptlisobil zadnou vyraznéjs$i zménu
amplitudy ASR. Napftiklad rozdil v a¢innosti prepulzniho stimulu (frekvence 8 kHz) na potlaceni
amplitudy ASR se mezi intenzitou prepulzniho stimulu 20 a 60 dB SPL statisticky vyznamné
nelisil. Na rozdil od kontrolni skupiny, kde byl nardst intenzity prepulzniho stimulu o 10 dB
obyCejn¢ doprovazen statisticky vyznamnym poklesem amplitudy ASR a v pfipadé nartstu
intenzity prepulzniho stimulu o 20 dB byl statisticky vyznamny pokles amplitudy pfitomen

pokazdé.

88



faze 1 2kHz 4 kHz 8 kHz 0 16 kHz B .

g 0 0 1 B kontrol.
-1 3
1 1
-1 -2
2
—3 -2
-3
R -4
) -3
RS *x —E:d -4
£ o e L
= -3 -6 - * -5- —4
o
Q
i 2kHz 4 kHz 8 kHz 16 kHz
c 0 7 01 07
=
c
i)
=
(]
~q -1 -1 =
L_|
- = -
=24 L1 =2 - -2- -2 -
faze 2 *

Obr. 32: Sklon funkce PPI. Horni panel znazornuje sklon funkce PPI v prvni fazi pritbéhu, spodni panel
ve druhé fazi pribéhu; cervené sloupecky - exponovani potkani; modré sloupecky - kontrolni potkani.
Rozdily byly méreny pouzitim neparového t-testu v prithéhu prvni faze a regresni analyzy ve druhé fazi;
chybové usecky predstavuji S.E.M.; (* — P<0,05, **— P<0,01).
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Obr. 33: Analyza rozdilii v ucinnosti ruznych intenzit prepulznich stimulit na zménu amplitudy ASR
v pritbéhu druhé faze PPI u exponovanych a kontrolnich zvirat. Priristek intenzity 10 dB; frekvence
prepulznich stimulii 2, 4, 8 a 16 kHz; ANOVA s Newman-Keuls post-hoc testem.

(*—P<0,05, **— P<0,01, ***— P<0,001, ns — nesignifikantni)
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5. DISKUZE

5.1. Zményv hladindch a v imunoreaktivité proteinit GAD65 a 67 v CI, SK

a ZK u starych potkanit dvou kmenii

Nase vysledky prokazaly celkovy pokles hladin proteinit GAD65 a GAD67 a vyznamné
zmény v imunoreaktivit¢ GAD65 a GADG67 v colliculus inferior a ve sluchové kite potkana
béhem starnuti. Snizil se pocet GAD65 a 67-ir tél neuronti a poklesla jejich opticka denzita.
Ziskana data vykazuji viceméné¢ stejnorody charakter zmén. Za prvé, zmény spojené se starnutim
maji podobny pribéh u obou izoforem GAD, za druhé vysledky ziskané metodou western blot
jsou podpofeny imunohistochemickymi metodami. Za tieti jak v SK, tak v CI probihaly zmény
obdobn¢. Souhrnné lze fici, Ze ve stafi exprese a zastoupeni GAD u potkana klesa na podkorové
1 korové rovni v podobné mife a tyto zmény srovnatelné zasahuji GAD65 1 GAD67.

Pfedchozi prace rovnéz popsaly ubytek v hladiné GABA a GAD u CI a SK béhem
starnuti. Nizs§i pocet GABA-ir bunék, pokles enzymatické aktivity GAD a v intenzité uvoliovani
GABA ze synaptickych zakonceni byl u starych potkani pozorovan v centralnim jadie CI
(Caspary et al., 1995; Caspary et al., 1990; Gutiérrez et al., 1994; Raza et al., 1994). AvSak nami
pozorované snizeni optické denzity GAD-ir neurond v CI doposud v literatuie popsano nebylo,
ani jako snizeni optické denzity GABA imunoreaktivity. Naproti tomu v pfipadé sluchové klry
byl podobny pokles jako v naSem piipad€¢ zaznamenan u starych Fischer 344/Brown Norway F1
hybrida (Ling et al., 2005). Tito autofi navic podpofili snizenou optickou denzitu GAD67-ir
neuront objevem poklesu hladiny mRNA pro GADG65 a 67. Pokles optické denzity tél neuronti
muze odrazet bud’ sniZenou expresi daného proteinu nebo sniZzenou hustotu proteinu v burice
v dasledku zvétSeni bunécného téla (Krzywkowski et al., 1995). Vzhledem k tomu, ze jsme
v nasem experimentu neobjevili zadné zmény v primérném objemu somat GAD-ir neurond,
vysledky se kloni k alternativé sniZzené exprese. To je téZ v souladu s nasim prikazem celkové
snizenych hladin GAD proteini pomoci western blotu.

Nami pozorovany pokles v poctu GAD-ir (GAD65 a GAD67) neurona v CI a SK
odpovidd nedavnému nalezu snizenému poctu PV-ir bun¢k vprimarni SK u Brown
Norway/Fischer potkanii (de Villers-Sidani et al., 2010). Pokles nemtzeme jednoduse vysvétlit

neselektivnim, celkovym ubytkem neuront. Pfedchozi prace z nasi laboratofe stanovujici pocet

90



bunék v CI v fezech barvenych podle Nissla u mladych a starych zvifat vyznamny rozdil v poc¢tu
neuront nenasla (Ouda et al., 2008). To je v souladu s vysledky jinych autort, ktefi v pribéhu
starnuti nezaznamenali signifikantni zmény v po€tu neuront jak v colliculus inferior, tak ani
v hipokampu a kute (Helfert et al., 1999; Merrill et al., 2001; Poe et al., 2001; Stanley & Shetty,
2004). Snizenou optickou denzitu GAD-ir neurontl ve stafi mizeme spiSe vysvétlit tak, ze hlavni
pfi¢inou je pokles exprese obou sledovanych GAD izoforem natolik, Ze v nékterych burnikach uz
klesla pod rozliSovaci prdh pouzité¢ imunohistochemické metody. Ostatn€ 1 v praci popisujici
ubytek PV-ir neuronti (de Villers-Sidani et al., 2010) autoii uvadéji, ze se béhem starnuti v ramci
PV-ir neuronii vyznamné zvysuje podil slabé obarvenych bun¢k.

Zmény imunoreaktivity GAD65 a 67 popisované v mozkové kiife byly rovnomérné ve
vSech korovych vrstvach, coz je také v souladu s vysledky ptedchozich autorti (Ling et al., 2005).

Pozoruhodnym nalezem z naseho experimentu je zarazejici rozdil v celkovém mnozstvi
GAD mezi colliculus inferior a sluchovou kiirou, ktery jsme detekovali metodou western blot.
Ptiblizné trojnasobnd hladina proteint GAD65 a GADG67 v colliculus inferior ve srovnani se
zrakovou a sluchovou kiirou je ale v souladu s pfedchozimi vysledky jinych autort (Sheikh et al.,
1999). Tyto ukazuji podobny pomér v hladinach GAD zjisténych western blotem mezi stfednim
mozkem a thalamem na jedné stran¢ a neokortexem na stran¢ druhé. Imunohistochemicka
analyza nenasla mezi CI a klirou zadné vyznamné rozdily. Tato metoda neni dostatecné citliva,
aby mohla dobfe posuzovat imunoreaktivitu dendritického vétveni a hodnotit GAD-ir punkta,
které by mohly obsahovat vyznamny podil celkového mnozstvi GAD. Funk¢éni vyznam vysSiho
mnozstvi GAD v CI muze byt spojen svelmi vyznamnou roli inhibice v CI a velkym
zastoupenim GABA-ir zakonCeni, jak popisuji mnohé studie (Frisina, 2001; Gerken, 1996;
Merchan et al., 2005; Pollak et al., 2002).

Krom¢ zvitat kmene Long Evans byly vyhodnocovény i zvifata kmene Fischer 344. Oba
kmeny se li§i v mnozstvi morfologickych, fyziologickych a behavioralnich parametri. Naptiklad
zvitata kmene Fischer 344 stejn¢ jako ostatni inbredni kmeny (Wistar, Sprague-Dawley,
Dark-Agouti) vykazuji zhorSenou kognici v riznych testech prostorové paméti v porovnani
s divokymi potkany nebo kmenem Long Evans (Harker & Whishaw, 2002). U potkani kmene
Fischer 344 nalézame v porovnani s kmenem Long Evans vyrazné¢j$i zhorSeni sluchové funkce
béhem starnuti. To se projevuje vyraznéjSim posunem sluchovych prahi, zeslabenim DPOAE

a snizenim efektivity pfevodu zvuku (Popelar et al., 2003; Popelar et al., 2006). Mimo to

91



u starnoucich potkanti Fischer 344 bylo pozorovano zhorSeni funkce stria vascularis
a ligamentum spirale (Buckiova et al., 2007), stejné tak jako zhorSeni zrakové funkce dané
retindlni degeneraci (DiLoreto et al., 1994). V kontrastu pak stoji nd$ vysledek, Ze jsme jak
u starnoucich potkanti kmene Fischer 344, tak u kmene LE pozorovali v hladinadch proteinti
GADG65 a 67 podobné zmény. Jelikoz i jina studie popisuje podobny efekt starnuti na hladinu
GAD, a to u hybridnich potkanti Fischer 344/Brown Norway (Ling et al., 2005), miZzeme z toho
vyvodit zavér, ze zmény v hladiné GAD zpisobené starnutim probihaji v CI a SK obdobné bez
ohledu na kmen potkanii. Podobna situace byla nalezena u mysi. Sluchova funkce u mysiho
kmene CBA se s vékem zhorSuje pomalu — stejn¢ jako u potkanti Long Evans. Naproti tomu mysi
kmen C57bl/6J vykazuje znamky hluchoty jiz v raném véku (Parham, 1997; Spongr et al., 1997).
Ttebaze za témito rozdily stoji z vEétsi Casti patologie vnitiniho ucha, byly u obou kment mysi
nalezeny béhem starnuti zmény inhibi¢ni funkce v porovnatelné mite (Felix & Portfors, 2007;
Walton et al., 1998; Walton et al., 2002). Na zéklad¢ uvedené literatury tedy mizeme fict, Ze
nami pozorované zmény v expresi GAD v CI a SK nezavisi primarné na periferni deaferentaci,
ale maji, alespon ¢astecné&, centralni ptivod.

Nase vysledky se do urcité miry 1i8i od studie, kterd sledovala zmény v imunoreaktivité
parvalbuminu v CI a SK u potkanti kmene LE a F344 (Ouda et al., 2008). Tato prace nezjistila
vyznamny pokles v imunoreaktivité parvalbuminu u potkanti kmene LE, avSak u potkan kmene
F344 doslo k vyraznému poklesu v poctu PV-ir bun¢k ve sluchové kiife, coz bylo neddvno
ukazano 1 u hybridnich potkanii Brown Norway/Fischer (de Villers-Sidani et al., 2010).
Vzhledem ktomu, Ze bunky v CNS, které exprimuji PV tvofi subpopulaci GABAergnich
neuronl (Freund & Buzsaki, 1996; Kosaka et al., 1987; Kubota et al., 1994), mohli bychom
oCekavat, ze zmény v hladiné PV a GAD maji podobny charakter. Nicmén¢ toto oc¢ekavani se
nenaplnilo ani v jinych studiich, a tak byly pfi starnuti zaznamenany rozdilné zmény
u imunoreaktivity PV a expresi GAD naptiklad v septu, hipokampu a senzomotorické kiiie
(Krzywkowski et al., 1995; Potier et al., 2006; Shi et al., 2006; Vela et al., 2003). Jisté vysvétleni
by mohlo spocivat v nedavném piekvapivém objevu, zZe ne vSechny PV-ir neurony jsou zaroven
GABAergni (Jinno & Kosaka, 2004).

Zrakova kira vykazala rovnéz zménu v inhibiénim systému béhem starnuti. Ubytek GAD
imunoreaktivity a hladin proteini je v souladu s pracemi jinych autorti, napt. (Hua et al., 2008),

ktefi nalezli snizeny pocet GABA-ir bun¢k ve zrakové kiife starych kocek (a celkovy pocet
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neuront barvenych podle Nissla byl pfitom nezménén). Snizena funkce GABAergniho systému
ve zrakové kiife byla nalezena u starych opic (Hua et al., 2008; Leventhal et al., 2003;
Schmolesky et al., 2000). V nasi praci jsme metodou western blot zjistili, Ze pokles GAD ve
zrakové kufe je ve srovnani s SK a CI relativné mensi, coz miize signalizovat odlisny prabéh
starnuti GABAergniho systému v riaznych castech mozku, konkrétné 1 v jednotlivych
senzorickych korovych oblastech. Snizena funkce GABA systému b¢hem starnuti byla prokazéna
také v hipokampu (Ling et al., 2005; Shetty & Turner, 1998; Shi et al., 2004; Stanley & Shetty,
2004), naproti tomu nebyla nalezena v septu, v senzorimotorické a parietalni ke (Krzywkowski
et al., 1995; Ling et al., 2005; Poe et al., 2001; Shi et al., 2006). Je tedy jasné, zZe starnuti nemusi
byt nutné doprovazeno stejnym poklesem hladiny GABA (GAD) ve vSech oblastech mozku, coz
je ostatné podpofeno napt. ndlezy pomoci magnetické rezonancni spektroskopie u cloveéka
(Grachev et al., 2001).

Pokles inhibi¢niho ptisobeni GABA v centralni ¢asti sluchové drahy mize mit nékolik
funk¢nich disledkd. Snizeni inhibice vede k rozsifeni excitacnich oblasti, Ubytku uzce ladénych
receptivnich poli, tedy neuronii s izkymi prahovymi kfivkami, a ndrtstu poctu komplexnich
receptivnich poli, jak bylo popsano v -elektrofyziologickych studiich CI a SK (Palombi
& Caspary, 1996a; Palombi & Caspary, 1996b; Palombi & Caspary, 1996c¢; Turner et al., 2005a;
Turner et al., 2005b; Walton et al., 2002). Podle autori by tyto zmény mohly vést k propousténi
vétstho mnozstvi Sumu do celého centralniho sluchového systému, a to by mohlo v dasledku
zhor$it mj. rozliSeni Casovych parametric komplexnich zvukt vcetné lidské teci (Fitzgibbons
& Gordon-Salant, 1994; Gordon-Salant et al., 2007; Gordon-Salant et al., 1994; Grose et al.,
2006). Snizené Casové rozliSovani pak zvysuje prahy pro detekci mezery v Sumu (tj. mezera musi
byt delsi, aby byla rozpoznana) a zhorSuje se rozliSovani zmén délky trvani téchto mezer v Sumu
(Snell, 1997; Suta et al., 2011).

Dohromady nase data s ohledem na citovanou literaturu vybizeji k zdvéru, ze snizeni
urovné GABA v pribéhu starnuti vyznamné pfispiva ke zhorSovani sluchu pozorovanému

u savcl a u ¢lovéka nazyvanému jako presbyakuze.
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5.2.  Zmény v hladindch a v imunoreaktivité proteinit CB a CR v CI, SK, ZK
a CGM u starych potkanii dvou kmenii

Viépnik vazici proteiny CB a CR piedstavuji spolu s parvalbuminem hojné vyuzivané
markery riznych neurondlnich populaci v CNS, obzvlasté¢ v inhibi¢nich systémech, kde je
neuropfenasecem GABA. K rozsifeni poznatkii o zménéch v centralni c¢asti sluchového systému,
ke kterym jsme v pfedchozim experimentu dosli pti vyhodnocovéani obsahu GAD béhem starnuti,
jsme v tomto experimentu hodnotili zmény neuronalnich populaci obsahujici CB a CR. I zde
jsme porovnavali vysledky mezi kmenem Long Evans a kmenem Fischer 344.

Nase vysledky prokézaly vyrazné sniZzeni hladiny proteinit CB a CR, stejné tak snizeni
poctu 1 objemu CB-ir a CR-ir neuronti v pritbé¢hu starnuti v hornich etdzich sluchové drahy
u potkanti kmene Long Evans a Fischer 344. Stejné jako v pifedchozim experimentu s hladinou
GAD i zde namétend data vykazuji uniformni charakter téchto zmén. Za prvé pozorované zmény
byly obdobné jak v podkorovych, tak korovych oblastech centralni sluchové drahy, ale také i ve
zrakové kufe. Za druhé starnutim zplsobené zmény vykazaly u obou sledovanych kment
podobné vysledky. Za tfeti data ziskand metodou western blot byla v zdsad¢ ve shod¢ s daty
ziskanymi imunohistochemickymi metodami. A v neposledni fad¢ pokles v hladinach CB byl
vyrazn&j$i nez u CR.

Nas nalez snizené hladiny CB a snizen¢ho poctu CB-ir neuront v pribéhu starnuti
v centralni Casti sluchové drahy a ve ZK je vsouladu s pfedchozimi studiemi ukazujicimi,
ze v pribéhu starnuti dochazi k ubytku CB-ir v rliznych oblastech mozku. U kteckti béhem
starnuti dochézi ke snizené expresi mRNA pro kalbindin-D28k, zatimco exprese mRNA pro CR
a PV zlistava nezménéna (Kishimoto et al., 1998). Dalsi studie (Shetty & Turner, 1998) prokézala
soucasny pokles CB-, PV- a CR-ir neurond v hipokampu stadrnoucich potkani kmene F344.
V perirhinélni kiife potkanti kmene Sprague-Dawley byl zaznamenan v pribchu starnuti vyrazny
pokles CB-ir neuronti, zatimco pocet CR-ir a PV-ir neuronii ziistal nezménén (Moyer et al.,
2011). Prabéh zmén v hladiné CB béhem starnuti byl zkouman rovnéz v mozecku, v bulbus
olfactorius a nucleus basalis Meynerti (Geula et al., 2003; lacopino & Christakos, 1990;
Kishimoto et al., 1998).

vvvvvvvvvv

v ptipadé¢ CB. V kochlearnim jadfe mySi BALB/c se v pritbé¢hu starnuti vyznamné snizil pocet
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PV- a CR-ir neuronti, zatimco u CB-ir bunék k poklesu nedoslo (Idrizbegovic et al., 2006). U CI
byla nalezena zavislost zmén na kmenu mysi (hodnotily se mysi CBA a C57bl/6J). Mysi kmene
CBA, které maji zachovan sluch az do pozdniho véku, mély dokonce zvySenou hladinu CR-ir
neuront v CI, naproti tomu u obou kment doslo k poklesu poc¢tu CB-ir neuronii (Zettel et al.,
1997). Vzestup v po¢tu CR-ir neuronti v CI mysi kmene CBA do urcité miry kontrastuje s nasimi
vysledky tykajicimi se poklesu poc¢tu CR-ir neuront v CI u kmene Long Evans. Dtivod tohoto
rozdilu neni jasny. Nicméné¢ miize odrazet mezidruhové rozdily stejné tak jako diskutovanou
nejednoznacnost zmén v expresi CR béhem starnuti.

Potkani kmene LE a F344, které¢ jsme v naSich experimentech pouzili, pfedstavuji dva
kmeny s velkym mnozstvim morfologickych, fyziologickych a behavioralnich rozdila (Harker
& Whishaw, 2002). Zatimco potkani kmene LE maji zachovany sluch az do pozdniho vé¢ku,
potkani kmene F344 piedstavuji model rychle stdrnoucich zvifat s Casnym nastupem poruch
sluchu (Popelar et al., 2003; Popelar et al., 2006; Syka, 2010). Mezi patologické zmény, které
stoji v pozadi zhorSovani sluchu daného vékem u F344 potkanl, patii zmény ve stfednim
a vnitinim uchu (Buckiova et al., 2007; Popelar et al., 2006) a naruSeni funkce prestinu ve
vnéjSich vlaskovych bunkach starych zvitat (Chen et al., 2009).

Nicméné navzdory rizné zachované funkci periferni ¢asti sluchového systému vykazali
potkani kmene LE i kmene F344 témétf shodné zmény v hladindch CB a CR. V ptfedchozim
experimentu jsme u obou kmenl nalezli podobny, starnutim zpisobeny, pokles hladiny
glutamatdekarboxylazy. Stejn¢ jako u pravé diskutovanych vysledkli, doslo i v piipadé GAD
k poklesu v poctu GAD pozitivnich neuroni v CI a SK doprovazenému znaénym poklesem
hladin proteinti v CI, SK, ale také ZK u obou kment potkand, jak prokazala analyza western blot.
Tyto vysledky naznacuji, ze urcité zmény ve sluchové draze v CNS behem starnuti nemusi byt
zcela zavislé na ztraté perifernich vstupti, ale mohou piedstavovat (alesponi ¢astecné) vlastnost
starnouciho mozku. Na druhou stranu navzdory skutecnosti, Zze neurony exprimujici PV tvofi
vyznamnou c¢ast populace GABAergnich bunék v CI a SK u potkana (Fredrich et al., 2009;
Gonchar & Burkhalter, 1997), starnutim zplsobené zmény u PV-ir neuronalni populace byly
u LE potkanti spiSe mirné, zatimco se u starych F344 projevily vyraznym ubytkem PV-ir neuronii
zvlasté v SK (Ouda et al., 2008).

Exprese hlavnich vapnik vazicich proteini (CB, CR a PV) v centrdlni ¢asti sluchové

drahy probihda v GABAergnich neuronech, s vyjimkou CB. Soucasna ptitomnost CB, PV a CR
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v jednom neuronu je velmi vzacna. VSechny tyto tfi proteiny vytvareji tfi rizné neurondlni
populace (Demeulemeester et al., 1989; Gonchar & Burkhalter, 1997; Gonchar et al., 2007; Jinno
& Kosaka, 2006; Kubota et al., 1994). Tyto neurondlni populace se také mezi sebou lisi
morfologii neurond, synaptickym zapojenim, elektrofyziologickymi vlastnostmi a funkci
v neurondlnich sitich (Markram et al., 2004). To se pak miiZze projevit v jejich riiznych rolich
a riznych projevech zmén béhem starnuti véetné rizné ovlivnitelnosti dané kmenem potkana.

Jak je jiz dfive uvedeno, CB nemusi nutné patiit ke GABAergni neuronalni populaci.
O nékterych slabé obarvitelnych CB-ir neuronech v povrchovych korovych vrstvach je znamo,
ze patii k pyramidalnim neuronim (DeFelipe, 1997; Kawaguchi & Kubota, 1998; Kubota et al.,
1994; van Brederode et al., 1991). Tato skutecnost je zvlasté dulezita v ptipadé CGM, jelikoz
u potkanti tato sluchova oblast obsahuje jen velmi malo GABAergnich neurond (Winer et al.,
1996). Naproti tomu v CGM je pozorovano CB-ir neuronti velké mnozstvi, a to i v porovnani
s CI as SK, tudiz vétSina z nich nemiize byt GABAergnich. Na druhou stranu jen velmi malo
PV-ir a CR-ir neuronil se vyskytuje v potkanim CGM, jak ukazuje nejen tato prace, ale také
predeslé experimenty (Ouda et al., 2008). Nicmén¢ béhem starnuti doslo k poklesu poctu CB-ir
neuront ve vSech tfech studovanych sluchovych strukturach, tedy CI, CGM a SK.

Zajimavym objevem prezentované¢ho experimentu je velky regionalni rozdil v obsahu
proteinl stanoveny metodou western blot, ktery detekoval zhruba dvojnasobné vyssi hladinu
kalbindinu v SK nez v CI a ZK a témét dvojndsobné vyssi hladinu kalretininu v CI nez v SK
a ZK. O funk¢énim vyznamu téchto rozdilii mtizeme zatim jen spekulovat. Lze fici, ze regionalni
rozdily u CR kopiruji vysledky, ke kterym jsme dosli pii stanovovani hladiny GAD pii starnuti
— hladina proteinu GAD je v CI v porovnani s SK a ZK rovnéz vyrazné zvysSend, a to témef
trojndsobn¢. Na druhou stranu vyssi hladina CB v SK muze jednoduse odrazet mnozstvi CB
v neuronech véetné intenzivné obarveného neuropilu v povrchovych korovych vrstvach. Nicméné
tento argument nemuzeme pouzit pii porovnavani SK a ZK.

Pokud porovname vysledky z western blotu a imunohistochemie, dosp&jeme k zavéru,
ze imunohistochemie nalezla vyrazné&j$i zmény. Tento efekt mlizeme alesponl z ¢asti vysvétlit
rozdilnou interpretaci imunohistochemickych dat. Musime brat totiz v uvahu nejen zmeény
v celkovém poctu imunoreaktivnich neurond, ale také intenzitu barveni (proménna, ktera je zcela
zéavisla na kalibraci vzhledem k pozadi) a objemy obarvenych neuront. Zmény v celkovych

hladinach proteinti stanovenych imunohistochemicky jsou proto hiife interpretovatelné a jejich
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piimé porovnani s vysledky western blotu neni mozné. Ostatné na tento fakt upozornuji 1 jini
autofi, ktefi pii analyze VVP pouzili, stejné jako my, soucasné imunohistochemii a western blot
(Choi et al., 2010; Kim et al., 2010; Lee et al., 2013; Ng et al., 1996). Ptesto je kvalitativni shoda
mezi vysledky obou metod evidentni. Z technickych diavodii jsme nemohli provést analyzu
western blotem v CGM, a proto nemuzeme fict, zda imunohistochemicky uréeny vyrazngjsi
pokles CB-ir neuroni v CGM oproti SK a ZK byl spojeny i s vyrazn¢jSim poklesem v hladiné
proteinu CB, tak jak by ji stanovila metoda western blot.

Jak wukazuji klinické 1 experimentalni studie, existuje spojitost mezi regulaci
intracelularniho vapniku, zménami v hladinach intracelularnich VVP a neurodegenerativnimi
a neuropsychiatrickymi onemocnénimi (Hurley et al., 2013; Mattson, 2007; Woo & Lu, 2006).
Naptiklad u mysiho modelu Alzheimerovy choroby byl nalezen pokles CB imunoreaktivity
v hipokampu, ktery koreloval s narusenim hipokampové zavislého uceni (Palop et al., 2003;
Palop et al.,, 2011). Snizeni obsahu VVP bylo také objeveno u osob s diagnostikovanou
Alzheimerovou chorobou (Mikkonen et al., 1999). Na druhou stranu pokles v poctu CB-ir
a CR-ir neuronti byl pozorovan v riznych neokortikalnich oblastech, a to v¢etné sluchové kury,
u starnoucich lidi bez ptiznakt psychiatrického nebo neurologického onemocnéni (Bu et al.,
2003). Jelikoz VVP mohou hrat vyraznou roli v neuroprotektivité¢ a udrzovani neuronalni funkce
(Foster, 2007; Mattson et al., 1991; Verkhratsky & Toescu, 1998), jejich snizujici se exprese
béhem stdrnuti mize neuronalni funkci naruSit a snizit odolnost neurontt vici riznym
onemocnénim.

Na disledky starnutim zptisobeného poklesu CB a CR ve sluchové draze musime pohlizet
pfedevsim jako na zmény v inhibi¢nim systému, které zajisStuje GABA, nebot’ VVP exprimujici
neurony jsou jeho soucasti. Tento systém pak ovliviiuje riizné populace korovych pyramidalnich
neuront. Konkrétné velké pyramidové neurony v V. vrstvé majici tGzce ladéné prahové
frekvencni kiivky se vétSinou vyznacuji malym mnozstvim inhibi¢nich vstupii na svych somatech
(Hefti & Smith, 2000; Hefti & Smith, 2003), coz naznacuje, ze se na n¢ nevazi PV-ir kosikové
buniky s vysokofrekvencni (fast-spiking) aktivitou, ale mohou byt pod vlivem jinych
GABAergnich neuronti, které se synapticky poji pfedevSim na dendrity pyramidélnich bunck
— tedy pravé CB-ir a CR-ir neuronti (Freund & Buzsaki, 1996; Markram et al., 2004).
U pyramidalnich neuronii s izkym rozpétim prahovych kiivek dochazi v pribéhu starnuti ke

snizeni poctu a stability jejich ,,V/U* receptivnich poli a snizeni reaktivity na zac¢atek zvukového
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stimulu (Turner et al., 2005a). Nabizi se tedy vysvétleni, ze jednou z pti€in zhorSeni jejich funkce

by mohla byt starnutim zptisobena zména v poctu a funkci CB-ir a CR-ir bunék.

5.3. Zmény v ulekové reakci na zvukovy stimul a prepulzni inhibici béhem

starnuti potkanit dvou kmenii

V této experimentalni Casti jsme vyhodnocovali vliv stdrnuti na behavioralni korelaty
sluchové funkce u potkanti kmene Long Evans jako modelu fyziologického starnuti a u potkant
kmene Fischer 344 jako modelu zrychleného starnuti. Pouzili jsme jednak méfeni prahi ABR
a dale pak dvou behavioralnich metodik — testu ulekové reakce na neocekavany zvukovy podnét
a testu prepulzni inhibice této ulekové reakce.

Nase vysledky ukazuji, ze mezi potkany kmene Long Evans a Fischer 344 dochazi
k rozdilnym zménam v ulekové reakci na zvukovy stimul béhem starnuti. Potkani F344 maji
menSi ASR amplitudy nez potkani LE témétf ve vSech piipadech zvukové stimulace. ASR
amplitudy u potkanti F344 ve srovnani s kmenem LE klesaji béhem starnuti rychleji. Stejné tak
prepulzni inhibice se manifestuje u F344 potkanit méné nez u LE. Nicmén¢ relativni pokles PPI
pfi starnuti je u obou kment podobny a signifikantniho snizeni PPI se dosahuje pouze starych
zvitat.

Mezikmenové rozdily v PPI a ASR byly pozorovany jak u potkand, tak 1 u mysi
(Btaszczyk & Tajchert, 1996; Glowa & Hansen, 1994; McCaughran et al., 1999; Ouagazzal et al.,
2006; Swerdlow et al., 2004; van den Buuse et al., 2003; Varty & Higgins, 1994). Prehled rozdili
v amplitudach ASR je popséan v praci Glowa a Hansen (1994), v niZ je porovnan ASR na ulekovy
podnét o intenzit€¢ 110 dB u 46 potkanich kment. Jejich data koresponduji s nasimi vysledky,
které ukazuji, ze amplituda ASR je u LE potkant vyrazné vétsi nez u kmene F344. Tento
mezikmenovy rozdil mize mit nékolik pti¢in. Webb et al. (2003) zjistili, ze potkani kmene F344
se 1isi v morfologickych, senzorickych a pohybovych vlastnostech oproti potkanim kmene LE,
Lewis, Sprague-Dawley a Wistar. Podle jejich pozorovani jsou F344 potkani mensiho vzristu,
maji zmensenou abdukci zadnich koncetin a jsou citlivéj$i na mechanickou stimulaci koncetin
nez ostatni kmeny. Ackoliv je anatomicka draha tlekové reakce relativné jednoduchd, mtze byt

ovlivnéna vyse uvedenymi skuteCnostmi, které do ni mohou zasahovat, jak v aferentni, tak
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v eferentni Casti. NaSe data nabizeji analogii tém, které popisuji Ison a Allen (2003). Ti nalezli
nizsi asymptotickou troven ulekové reakce u C57bl/6]J mysi v porovnani s kmenem CBA. Tyto
kmeny se v pfipadé¢ vyzkumu starnuti sluchové funkce Casto uvadéji jako analogické potkanim
kmentim F344 a LE.

Nase vysledky ukazuji, ze ASR zavisi na frekvenci podnétu. Ve shod¢€ s predchozimi daty
(Btaszczyk & Tajchert, 1997; Pilz et al., 1987) bily Sum a tony o nizkych frekvencich zpiisobi
veétsi odpoveédi nez vysokofrekvenéni zvukové podnéty. U obou kment zavisi ASR amplitudy
rovnéz na veéku. V priabéhu starnuti se snizuji, coz je v souladu s vysledky piedeslych studii
u hlodavcu (Ison et al., 2007; McFadden et al., 2010; Ouagazzal et al., 2006; Varty et al., 1998;
Willott et al., 1988) a lidi (Ellwanger et al., 2003; Ludewig et al., 2003). Nicmén¢ pokles
v ulekovych odpovédich nastal u potkani F344 ve srovnani s LE v ran¢j$im véku. Z toho, ze
F344 potkani stfedniho véku maji podobnou ulekovou reakci jako staii potkani F344, zatimco
potkani LE stfedniho véku maji podobnou ulekovou reakci jako mladi dospéli potkani LE,
muzeme usuzovat, ze u F344 zvitat dochazi k casnéjsimu nastupu presbyakuze.

Dynamika zmén souvisejicich s vékem v ASR amplitud¢ byla u F344 potkani jind pro
tonové podnéty a pro bily Sum. Na rozdil od tonovych podnétt byl u bilého Sumu pozorovan
pokles v ASR pouze u skupiny starych potkanii. Rozdily v reakci na tonové podnéty a Sum
béhem starnuti byly rovnéz pozorovany u mysi s Casnym nastupem poskozeni sluchu (Ison
& Allen, 2003; McCaughran et al., 1999). Autofi vysvétlili tento jev reorganizaci tonotopického
uspotadani v CNS daného starnutim zptsobenou ztratou sluchu ve vysokych frekvencich, které
ma behaviordlni dusledky pouze pro sinusoidalni ulekové podnéty. Podobné piedpokladame,
ze reakce na Sumové podnéty mohou zamaskovat zmény zpisobené starnutim, které by jinak
byly patrné, pokud bychom pouzili k uleku tonové podnéty.

Moznym zdrojem mezikmenovych rozdilti béhem starnuti mtze byt rlizny néastup a riizna
mira poskozeni kochley dana v€kem a projevujici se ibytkem sluchu. Jak nase data ukazuji, ABR
audiogramy u LE potkanl zaznamenaly pouze maly nesignifikantni posun sluchovych prahi a to
az do véku 24-26 mésict. K vyznamnému posunu prahti doslo az u nejstarSich potkanti kmene
LE, tzn. ve v€éku 29-34 mésict. U F344 potkanti doslo k posunu prahti diive a byl vyrazngjsi.
Prahy u potkant F344 ve stfednim véku (12 az 14 meésicti) byly porovnatelné s prahy
u nejstarSich LE potkani (29 az 34 mésicli). Podobny relativné Casny pokles citlivosti sluchu

u F344 potkanti byl popsan v n¢kolika studiich (Backoff & Caspary, 1994; Popelar et al., 2003;
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Popelar et al., 2006). Abychom ur¢ili, zda jsou zmény ASR béhem starnuti disledkem zhorSeni
sluchové funkce, vyhodnotili jsme zavislost ASR amplitudy na ubytku sluchové funkce béhem
starnuti. Nase vysledky v mnoha smérech naznacuji, Ze ASR amplituda neni pfimo zavislad na
sluchové senzitivité¢. Mladi dospéli potkani obou kmenti méli podobnou citlivost sluchu na
frekvencich pod 16 kHz, a pfesto vykazovali rizné ASR amplitudy. Naopak ve véku 24 az 26
mésici mely oba dva kmeny zcela rozdilné prahy slySeni, avSak podobné amplitudy ASR.
Statistickd analyza nenaSla u Zadné skupiny, ani v jednom kmeni, spojitost mezi ASR amplitudou
a prahem ABR. Muzeme tak fici, ze ubytek sluchu béhem starnuti neni determinujicim faktorem
pro zeslabeni ASR. Navic béhem starnuti ¢i po posttraumatickém poskozeni sluchu muize dojit
k sluchovému recruitmentu a hyperakuzi (Carlson & Willott, 1996; Ison & Allen, 2003; Ison
et al.,, 2007; Popelar et al., 2008). Ani u mysi stejného véku, ale s riznym nastupem poskozeni
sluchu, nebyla nalezena ptimé zavislost amplitudy ASR na sluchovych prazich (McCaughran
et al., 1999; Ouagazzal et al., 2006).

K pozorovanému snizeni amplitudy ASR muze ptispivat n¢kolik druht zmén, ke kterym
dochazi béhem starnuti. ZhorSeni funkce vnitiniho ucha se vyskytuje zaroven se zhorSenim
funkce centrdlni casti sluchové drdhy a spolu se zhorSenim funkce motoriky. ZhorSeni
motorickych funkci béhem starnuti je u potkanti dobife popsané. Dochdzi k postupnému poklesu
svalového tonu a sniZzeni pohybové aktivity (Altun et al., 2007; Campbell & Gaddy, 1987; Gage
et al., 1984), které se liSi u riznych kment. Nékteré skutecnosti svéd¢éi pro zavislost poklesu
funkce sluchové drahy v CNS béhem starnuti na kmeni potkanu. Naptiklad vyraznéjsi pokles
ABR amplitud byl zaznamenan u starych F344 potkant nez u stejné starych potkan LE (Popelar
et al.,, 2006). Navic u nich byla zaznamenana rychlej$i zména v latencich mezi piky (Popelar
et al., 2006). U potkani F344 bylo prodlouzeni latenci mezi piky pozoroviano uz ve véku
20 mésict, zatimco u potkanti LE k nim doslo az po 30 mésicich Zivota.

Mira ulekové reakce mize byt rovnéz ovlivnéna poskozenim kognice, paméti a selektivni
pozornosti, které byly pozorovany béhem starnuti v behavioralnich studiich u potkanti riznych
kmenti (Ando & Ohashi, 1991; Gage et al., 1984; Roux et al., 1994). Je zfejmé, ze pokles ASR
amplitud Gzce souvisi s neurochemickymi, neuroanantomickymi a metabolickymi zménami, které
u potkanii béhem starnuti pozorujeme (Hauger et al., 1994; Sapolsky et al., 1983; Yau et al.,

1995). Stoji za povSimnuti, Ze u F344 potkanti dochéazi k neurochemickym zménam v centralnim
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sluchovém systému jiz béhem prvniho roku Zivota (Milbrandt et al., 1994; Milbrandt & Caspary,
1995).

Dalsi faktor, ktery by mohl zptisobovat zmény v ASR amplitudach, je t€lesnd hmotnost
(Btaszczyk & Tajchert, 1996). V naSem experimentu byla primérna hmotnost F344 potkant
(u kazdé vékové skupiny) zhruba o 50 gramil mensi, nez u stejné starych potkanti kmene LE, coz
mohlo zpusobit nizsi amplitudy ASR u F344 potkant. Nicmén¢ skutecnost, ze stafim zplisobené
zmény v amplitudé ASR a hmotnost potkanti se pohybuji opaénym smérem (potkani sttedniho
veéku vazili vice nez mladi dospéli, zatimco méli niz§i ASR) naznacuje, ze télesnd hmotnost za
zménami v ASR amplitudé béhem starnuti nestoji.

Rozdily mezi kmenem F344 a LE vyvstaly rovnéz pii analyze PPI. Abychom eliminovali
mozné rozdily ve slySitelnosti prepulznich stimult u rtiznych potkant, ktefi méli rizné prahy
slySeni, byly v nasi studii pouzity prepulzni tony o hlasitosti 75 dB, coz je 0 5 dB méné nez prahy
ASR. Prepulzni inhibice se povazuje za formu senzorimotorického zpracovani, které odrazi
zakladni inhibi¢ni procesy regulujici senzoricky vstup do mozku (Geyer & Braff, 1987,
Swerdlow et al., 2004). Pfedchozi studie ukéazaly, Ze rizné kmeny hlodavct vykazuji riznou PPI
(Ouagazzal et al., 2006; Paylor & Crawley, 1997; Varty & Higgins, 1994). Podle autora je
pricinou tohoto mezikmenového rozdilu (stejné jako v pripadé ASR) genetické pozadi (Geyer
et al., 2002; Ouagazzal et al., 2006). Nase vysledky ukazuji, ze PPI je méné¢ ucinné u F344
potkand nez u LE. Naproti tomu Swerdlow (2004) dospél k vysledkiim uplné opaénym. Tento
rozdil Ize stézi vysvétlit pouhym odkazem na rozdilnost experimentalni procedury (napt. ve
spektralni charakteristice prepulznich a ulekovych stimuldi, intenzité¢ prepulzu, v designu pokusu
apod.).

U obou kmentl doSlo béhem starnuti ke snizeni G€innosti PPI. Nicmén¢ v kontrastu ke
zménam v ASR béhem starnuti mély zmény v PPI u obou kment stejny pribeh, tzn. pokles
v ucinnosti inhibice byl statisticky vyznamny pouze u starych potkanti. To je v souladu s naSim
pfedchozim nalezem, kde u obou kmenti potkani dochazi béhem starnuti ke sniZzeni hladin
GADG65 a 67. Rovnéz vysledek dopliuje dalsi nasi studii, v niz jsme prokdzali snizenou PPI
u mysi postradajici parvalbumin, tedy s narusenou funkci inhibice (Popelat et al., 2013). Avsak
celkové doposud publikovana data tykajici se zmén PPI béhem starnuti netvoii jednoznacny
obrazek. Obecny nazor, Ze fyziologické starnuti musi byt doprovazeno globalnim poklesem

inhibicni funkce (Woodruff-Pak, 1997), nebyl dostatecné potvrzen. Néktefi autofi zjistili, ze
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béhem starnuti k zméné PPI u lidi nedochazi (Harbin & Berg, 1983; Ludewig et al., 2003). Avsak
podle Ellwanger et al. (2003) mé funkce pribéhu zmén v PPI béhem starnuti ulidi tvar
obraceného U (nejvyssi PPI je ve stfednim veku). Podobné jako u naSich vysledkd,
Varty et al. (1998) publikovali objev, Ze staii F344 potkani (22 mésicli) maji snizené PPI
v porovnani s dospelymi a mladymi potkany. Nicmén¢ analogické studie u mysi CBA nenalezla

signifikantni efekt véku v PPI (Varty et al., 1998).

5.4. Zmény v behaviordlni reakci na zvukovy podnét u potkanii vystavenych

v mladi hluku

Nasim cilem bylo zjistit behavioralni reaktivitu na zvukové podnéty v dospélosti po
hlukové expozici v raném véku, ktera by mohla odrazet zménény charakter reprezentaci riznych
frekvenci zvuku v CI tak, jak je popisuji Pierson a Snyder-Keller (1994).

Vysledky naSich experimentd opravdu odhalily u dospélych potkanti, ktefi byli v kritické
period¢ vystaveni hlukovému stimulu, odliSné¢ behavioralni odpovédi na zvukové podnéty pii
testovani tlekové reakce na neocekavany podnét a pfi testovani jeji prepulzni inhibice. To nam
napovidd, ze ranou expozici doSlo k zadsahu do systéml, které zpracovavaji intenzitu zvuku
a rozhoduji o vnimani jeho hlasitosti.

Jak je znamo z predchozi studie vypracované v nasi laboratoii (Grécova et al., 2009),
hlukova expozice (8 min, 125 dB SPL) ve 14. postnatalnim dni, kterd byla pouzita i v soucasném
experimentu, zplisobuje okamzité zvySeni sluchovych prahii. Kontrolni, neexponovani potkani
dosahuji prahovych hodnot mezi 60 a 80 dB SPL, zatimco u exponovanych zvifat se prah zvysi
0 15-20 dB v celém rozsahu slysitelnych frekvenci. U kontrolnich zvitat se pak prahy pfiblizi
hodnotam pro dospélé potkany behem néckolika malo dni, avSak exponovani potkani jich
dosédhnou az za 2-3 tydny. Pro vysvétleni do¢asného zhorSeni sluchu po hlukové expozici se
nabizi dva mechanizmy: jednak muze dojit k poskozeni Cortiho orgénu tim, Ze expozice vyvola
1ézi stereocilii a jednak miize dojit k nadmérnému vylevu glutamatu, ktery se projevuje zdufenim
aferentnich termindlii vazicich se k vnitinim vlaskovym bunkam (typ 1 aferentnich dendritt)
(Canlon et al., 1987; Pujol & Puel, 1999; Robertson, 1983). Ubytek zvukovych podnét

z periferie pak znamena snizenou aktivaci centrdlni ¢asti sluchové drahy, coz vede k vyraznym
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zménam sluchové funkce, jak je jiz popsano v mnoha studiich (Chen, 1978; Henry, 1972; Salvi
et al., 2000; Saunders & Chen, 1982).

Pro interpretaci vysledkii je zadsadni, Ze jsme v naSem experimentu nezjistili mezi
skupinou kontrolnich a exponovanych zvitat vyraznéjsi rozdily jak v samotnych prazich slySeni,
tak ani v prazich ASR. Proto miizeme vysvétlit ndmi objevenou snizenou ulekovou reakci
u exponovanych zvifat na frekvencich 4-16 kHz piimocaieji. I vzhledem k experimentu
provedenému diive v nasi laboratoti (Bures et al., 2010) se zd4, Ze za snizenou amplitudou ASR
muze stat snizend neurondlni excitabilita. V praci Bures et al. (2010) bylo u zvitat po stejné
hlukové zatézi v mladi jako v naSem ptipad¢ provedeno elektrofyziologické méfeni v CI. Hlukem
exponovana zvifata pak méla sniZenou uroveil maximalni odezvy neurond, uz$i dynamické
rozpéti zavislosti frekvence odpovédi na intenzité a nizsi pocet monotonné reagujicich neuron.

Nas vysledek, ze tony o vysSich frekvencich vyvolavaji niz§i amplitudy ASR nez tony
nizsich frekvenci, odpovida pfedchozim studiim (Blaszczyk & Tajchert, 1997; Carlson & Willott,
1996; Pilz et al.,, 1987). Vysvétleni tohoto jevu miizeme hledat ve tvaru prahovych kiivek
sluchovych neuronii, nebot neurony v kochlearnim jadfe jsou nejenom citlivé na svou
charakteristickou frekvenci, ale reaguji i na hlasité podnéty o nizkych frekvencich (Evans, 1975).
Vysoké amplitudy ASR na nizkofrekvencni podnéty mohou odrazet samotny informacni vyznam
zvukového podnétu (Blaszczyk & Tajchert, 1997). Je pravdou, Ze potkani jsou citlivéjsi na
vysoké frekvence a komunikuji pfevazné ultrazvukovymi vokalizacemi. AvSak vnimaji zvuky
v mnohem vétsi $ifi frekvenci a vokalizace v nizkych frekvencich u nich pfedstavuji dilezity
signal pfi vyjadieni bolesti (Jourdan et al., 1995). Vysoké ASR pii nizkofrekvencnich zvucich tak
muze potkanim pomdhat v pfeziti v jejich pfirozeném prostiedi.

Jak u exponovanych, tak u kontrolnich skupin jsme zaznamenali nepfimou iméru mezi
frekvenci ulekového podnétu a velikosti ASR. Nicméné nejvyraznéjsi pokles amplitud ASR byl
u kontrolnich potkani pti 16 kHz, zatimco u exponovanych potkanii se objevil jiz pti 8 kHz.
A tak je zajimavé, ze tfebaze u obou skupin neni rozdil v prazich slySeni a prazich ASR, je
u exponovanych potkant ovlivnéno ASR pfi vysSich frekvencich tlekového podnétu. Podobné
vysledky byly nalezeny u C57bl/6]J mysi s geneticky podminénym uUbytkem sluchu béhem
starnuti, ktery se projevuje zvlasté ve vysokych frekvencich (Parham & Willott, 1988). U téchto
zvitat se pokles v ASR amplitudéach objevil pii frekvencich 4 az 16 kHz jiz v prvnim roce zivota,

pti soucasném zachovani normélnich sluchovych prahii.
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Pierson a Snyder-Keller (1994) ukazali, ze potkani v P 14 maji ¢ast sluchového systému,
ktera se vénuje zpracovani vysokych frekvenci, méné dozridlou nez tu, kterd zpracovava
nizkofrekvencni zvuky. Zvukové trauma tak hlavné ovlivni ty ¢asti systému, které jsou jesté ve
vyvoji, zatimco dozralé oblasti ziistanou relativné netknuty. Nékolik studii ukazalo, ze vyvijejici
se sluchovy systém obecné vykazuje snizenou excitabilitu v porovnani s dospélym stavem
(Brugge & O'Connor, 1984; Moore & Irvine, 1980). Proto pokles amplitud ASR vysokych
frekvenci pozorovanych v naSem experimentu miizeme brat jako projev zastaveného vyvoje

Pti zkoumani vlivu rané expozice hluku na prepulzni inhibici ASR v dospélosti jsme
objevili u exponovanych zvifat né€kolik vyznamnych anomadlii. Zatimco u kontrolnich zvifat
dochazi pti vzestupu intenzity prepulzniho podnétu k linedrnimu vzestupu ucinnosti PPL,
u exponovanych zvitfat ma PPI funkce slozitéjsi pribéh a mizeme u ni rozlisit tfi faze. Prvni faze
je patrna pii nizkych intenzitach prepulzu (20 az 30 dB SPL) a vyznacuje se u exponovanych
zvitat vyraznéjsi inhibici ASR, coZz muize odrazet jejich abnormalni citlivost ke zvuku v lehce
nadprahovych trovnich. Druhou fazi vymezujeme pro hodnoty intenzity prepulzu az k 60 az
70 dB SPL a vyznacuje se malym, le¢ nesignifikantnim, posunem uc¢innosti PPI. To mizeme
interpretovat tak, Ze exponovana zvifata vnimaji tyto prepulzni zvuky jako stejné hlasité. Ve tieti
fazi (intenzita prepulzu >70 dB SPL) uz exponovana i kontrolni zvifata zvySuji t€innost PPI
s rostouci intenzitou prepulzu stejnou merou.

Zvysena ucinnost PPI u tonh nizké intenzity (pii stfednich frekvencich zvuku) byla také
popsana u potkanli po ototoxickém poSkozeni neomycinem (Young & Fechter, 1983)
au C57bl/6]J mysi béhem dospivani (Carlson & Willott, 1996; Parham & Willott, 1988). Tento
nalez vysvétluji Carlson a Willot (1996) jako projev zvySené vnimavosti ur¢itych zvuki, ktera
nastane diky plasticité v centralni ¢asti sluchové drahy navozené poskozenim sluchu (Kaas, 1991;
Popelar et al., 1994; Salvi et al., 2000).

Odlisny charakter PPI pozorovany u naSich exponovanych zvifat je zjevnym dusledkem
plasticity, kterou béhem raného vyvoje vyvold expozice hluku. Zménénd PPI je pak
behavioralnim vystupem anomalni reprezentace hlasitosti zvuku. Tfebaze mechanismus, jakym je
vmozku fizena PPI, neni kompletn¢ prostudovan, vétSina autort se shodne na tom,
ze neuroanatomicky substrat zahrnuje Cl, colliculus superior a dalsi centralni sluchové struktury,

vcetné sluchové kury (Carlson & Willott, 1996; Ison & Hammond, 1971; Swerdlow et al., 2001).
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Z toho pak mizeme usoudit, Ze pozorované zmény ve funkci PPI odrazi pfedev§im zmény
v centralni casti sluchové drahy. Predchozi elektrofyziologickd studie provedend na stejném
paradigmatu s ranou hlukovou expozici (Grécova et al., 2009) nabizi nckolik analogii s nasi
behavioralni studii. Zatimco prahy odpovédi CI neuront byly u kontrolnich a exponovanych
zvitat porovnatelné, velikosti maximalnich odpovédi byly u exponovanych potkan nizsi.
U exponovanych zvitat také funkce zavislosti neurondlni aktivity na intenzité¢ zvuku doséhla
saturace pii nizSich zvukovych intenzitdich. To odpovidd uZzSimu dynamickému rozpéti
a strm¢jSimu nastupu této intenzitni funkce. Vzhledem k témto elektrofyziologickym datim
a vysledkim imunohistochemické studie (Pierson & Snyder-Keller, 1994) mtzeme tvrdit, Ze
behavioralni zmény v ASR a PPI jsou spojeny se zménami zpracovani zvukového signalu na
urovni colliculus inferior. Zaroven vSak nemtzeme vyloucit mirné patologické zmény v kochlee
a sluchovém nervu zptsobené expozici hluku béhem kritick¢é periody. Nicméné normalni
hodnoty DPOAE, které¢ naznacuji zachovanou funkci vnéjsich vlaskovych bunék (Grécova et al.,
2009) a normdlni prahy ABR a nezménéna funkce zavislosti amplitudy ABR na intenzité
zvukového podnétu, které naznaCuji spravné zpracovani akustickych podnéti na urovni
mozkového kmene, svéd¢i o tom, Ze hlukova expozice béhem rané¢ho vyvoje nezpiisobi
vyrazngj§i poskozeni periferni Casti sluchového systému v dospé€losti, ale spiSe se projevi

zménami v centralni ¢asti sluchového systému.

5.5. Souhrnna diskuze vysledkii

V souhrnu lze nase data prezentovana v této dizertacni praci chapat jako urcity prispévek
vyzkumu zmén v centralni ¢asti sluchového sytému béhem presbyakuze. V soucasnosti se na
zmény v CNS ve stafi pohlizi nejen z hlediska kvantitativniho ubytku neurontl, ale i jednotlivych
neurotransmiterovych systému (Banay-Schwartz et al., 1989; Caspary et al., 2008; Tadros et al.,
(Gray et al.,, 2014; Tadros et al.,, 2007b). Sluchovy systém, ktery vyuZziva precizniho
casoprostorového kodovani pfi prenosu a zpracovani nervovych impulzi, je zavisly predev§im na
spravné funkci a sou€innosti excitac¢nich a inhibi¢nich procest. Stale ptibyva dikazi, ze ve stari
dochazi u pokusnych zvifat ke zménam predevSim v inhibi¢nich déjich (Caspary et al., 2008).

Nase data tento predpoklad potvrzuji: Metodou western blot jsme nalezli vyrazné snizenou
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expresi obou izoforem GAD, enzymu katalyzujiciho syntézu GABA, a to v colliculus inferior
i sluchové kire. Naproti tomu ubytek ve zrakové kiife byl mensi. K podobnému vysledku jsme
dospéli pii vyhodnocovani morfologickych a kvantitativnich zmén GAD-ir neuroni. O Ubytku
GABA inhibice svéd¢i 1 vysledky ze studie zaméfené na zmény v hladindch CB pfi starnuti. Jak
jiz bylo uvedeno, CB-ir neurony nemusi byt vzdy nutné GABAergni, ale z vétsi ¢asti mezi né
patii, a tak zmény v CB muzeme davat do souvislosti se zménou v GABA. Op¢t jsme metodou
western blot prokazali, Ze dochazi k vyraznému ubytku CB v CI, SK, ale i ZK a pomoci
imunohistochemie zjistili pokles v poctu CB-ir neuronti a jejich optické denzity ve sledovanych
strukturach, které navic zahrnovaly 1 CGM. Zmény tykajici se CR mély obdobny charakter,
nebyly vSak tak vyrazné. V souvislosti se snizenou funkci inhibice tedy dochézi i ke snizovani
hladiny CB a CR, coz miize vést k neurotoxickému puasobeni zvySené hladiny intracelularniho
vapniku. Je zajimavé, ze ve vySe uvedenych pfipadech jsme nenalezli vyznamné;j$i rozdil
u starych zvifat mezi rychlestarnoucim kmenem Fischer 344 a fyziologicky stdrnoucimi potkany
kmene Long Evans. Nenaplnil se tedy ptfedpoklad, Ze F344 zvifata budou mit zmény béhem
starnuti vyrazngj$i, jak ukazala predchozi studie hodnotici obsah parvalbuminu (Ouda et al.,
2008). Nicméné naSe vysledky jsou do jist¢ miry ve shod¢ s dalSim zde prezentovanym
experimentem, ktery hodnotil starnuti obou kment behavioralné¢ — pomoci testu ulekové reakce
a jeji inhibice pomoci prepulzu. Pokud vezmeme v tvahu vékovou skupinu, kterou jsme hodnotili
v pfedchozich experimentech, tzn. zvifata cca 24-30 mésict stara, tak ani v piipadé ASR a PPI
nenalézame vyraznéjSi rozdily mezi kmeny. Pouze v amplitudé ASR na tonovy podnét
o frekvenci 4 kHz. Mezi obéma kmeny totiZ pozorujeme nejvetsi rozdily ve stiednim véku
(12-14 mésici), kdy u kmene Fischer 344 dochazi jiz k vyraznym degenerativnim zménam
souvisejicim se zrychlenym pribéhem starnuti (Syka, 2010), zatimco zvifata kmene LE v tomto
véku nevykazuji vyznamnéjsi znamky starnuti. Je vSak tfeba zdaraznit, ze u starych zvifat obou
kmenti dochazi k posunu prahovych kiivek ABR, ktery je u kmene F344 vyraznéjsi. Neboli stara
zvitata F344 oproti LE huie sly$i. Za zhorSenim prepulzni inhibice mize stat snizeni GABA,
respektive GAD, které ukédzal na§ prvni experiment. PPI je totiz do znacné miry zavislé na
fungujici GABA transmisi (Yeomans et al.,, 2010). Opacny piipad jsme zaregistrovali
v experimentu, kde jsme sledovali vliv rané expozice hlukovému stimulu na behaviordlni
vykonnost v testu ASR a PPI. Pfi shodnych kiivkdch ABR u exponované i neexponované

skupiny se objevilo v behavioradlnim testu nékolik vyznamnych rozdili. Amplitudy ASR byly
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u exponovanych zvitat mensi u vysokych hlasitosti bilého Sumu a toénovych stimuli o frekvenci
> 4 kHz a uc¢innost PPI byla u exponovanych zvitat signifikantné vyssi pfi nizkych intenzitach
prepulzu (20-30 dB SPL) oproti kontrolnim zvifatim. Stejn¢ jako v ptedchozich experimentech
1 zde ptredpokladame, ze za pozorovanymi rozdily stoji zmény v centrdlni Casti sluchového
systému, v tomto ptipad¢ predevSim naruSend funkce colliculus inferior (Bures et al., 2010;
Grécova et al., 2009; Pierson & Snyder-Keller, 1994).

Néami pozorované zmeény v centralni ¢asti sluchového systému pfi starnuti, tzn. snizena
inhibice zprostfedkovanda GABA a snizeni CB by mohly stat v pozadi vyrazného naruseni
casovych charakteristik zvukového podnétu, jako je zhorSeni detekce mezer v Sumu (Suta et al.,
2011). Predkladand prace tedy v mnoha ohledech dopliiuje a navazuje na vysledky nasi

laboratote (Bures et al., 2010; Popelaf et al., 2013; Profant et al., 2013a; Profant et al., 2014).
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6. SOUHRN PRACE

Zmény v centralni casti sluchové dradhy spojené se starnutim a s poskozenim sluchové
funkce ohlusenim v raném véku piedstavuji dilezitou a dosud pomérné malo zmapovanou oblast
ve vyzkumu presbyakuze. V na$i praci jsme pii starnuti popsali zmény v hladinach
glutamatdekarboxyldzy, kalbindinu a kalretininu ve vysSich etdzich sluchové drahy a zmény
v ulekové reakci na neocekavany podnét a jeji prepulzni inhibici. Zarovenl jsme porovnavali
zmény u fyziologicky starnouciho kmene potkanti Long Evans a kmene potkant se zrychlenym
starnutim Fischer 344. Efekt rané expozice hluku na stav sluchové funkce v dospélosti jsme
rovnéZ hodnotili tlekovou reakci na neocekdvany podnét a jeji prepulzni inhibici. V souvislosti
se starnutim nase vysledky podporuji hypotézu o selektivnim ubytku GABA inhibice ve
sluchovém systému, nabizeji mozny ptispévek poklesu hladin kalbindinu a kalretininu pfi
presbyakuzi, popisuji kmenove zavislé zhorSovani uleku na neocekavany podnét a jeho prepulzni
inhibici a v souvislosti s efektem rané expozice hluku poukazuji na mozné zmény v centralni
casti sluchové drahy v dospélosti, které stoji v pozadi v odlisné reaktivit¢ na neocekavany podnét

a na jeho prepulzni inhibici.

Zmény v imunoreaktivité a hladinach slutamatdekarboxvlazy (GAD)

V soucasné literatufe panuje shoda, Ze centralni komponenta presbyakuze souvisi
s celkovym ubytkem funkce inhibi¢niho systému (Turner et al., 2005a). Dosud publikované prace
na toto téma vesmes testovaly kmeny, které se ve stafi vyznacuji velkou ztrdtou sluchu
periferniho ptivodu (Caspary et al., 2008). Nasledkem ¢ehoz byla dosud preferovana hypotéza, ze
utlum GABAergni inhibice ve sluchové drdze primarné souvisi se ztratou aferentni stimulace.
V nasi praci jsme sledovali pomoci GAD, kli¢ového enzymu pro syntézu GABA, zmény
GABAergniho systému v colliculus inferior a sluchové kife. Rozhodli jsme se testovat tyto
zmény u kmene Long Evans, ktery se vyznacuje jen mirnou ztratou sluchu ve stafi, a overit
mezikmenové rozdily na rychle starnoucim kmenu potkanti Fischer 344.

Nase vysledky prokazaly v colliculus inferior a ve sluchové klife starych potkanti vyrazny
a uniformni ubytek GAD65 a GADG67 zahrnujici: pokles celkovych hladin obou protein
(04050 %, P<0,01) prokdzany pomoci western blotu, snizeni poctu GAD65 a GADG67

imunoreaktivnich neurond (o 5-15%) a sniZeni intenzity jejich imunoreakce (o 15-25 %,
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P<0,05). Zmény byly velmi podobné u obou testovanych kment potkanti, u kmene Long Evans
iu vzorku zvitat kmene Fischer 344, ackoliv mira zachovaného slySeni se u starych jedincii obou
kment vyrazné 1isi. Jsme tudiz opravnéni vyslovit hypotézu, ze ubytek GAD v colliculus inferior
a sluchové klfe ve stafi primarné nesouvisi s redukci aferentni stimulace z vnitiniho ucha, ale

piinejmensim ¢astecné je ptimo rysem starnouciho centralniho sluchového systému.

Zmény v hladinach a imunoreaktivité u kalbindinu (CB) a kalretininu (CR)

Kalbindin i kalretinin, tfebaze nejsou vyluéné exprimovany v GABAergnich bunkéach,
jsou spojovany piedevsim s nimi. Stejn¢ jako v ptipadé¢ GABA, i u CB a CR se uvazuje jako
o hlavnich markerech starnouciho sluchového systému. Ttebaze existuji mnohé studie na mysich,
doposud chybéla charakteristika zmén CB a CR ve vysSich etdZzich sluchového systému
u potkana. I zde jsme porovnavali kmen Long Evans s kmenem Fischer 344, abychom osvétlili,
do jaké miry jsou piipadné zmény dany aferentnim poSkozenim. Nase vysledky ukazaly, Ze
u obou kmenil doslo k podobnym zménam. Hladina kalbindinu se snizila zhruba o polovinu ve
vSech sledovanych strukturach (CI, SK, ZK) a bez ohledu na kmen. CB-ir bunék ubylo v DCI
(21 % u LE, 18 % u F344) a ECI (16 %, resp. 13 %), stejné tak jako v SK (14 %, resp. 16 %).
Ubytek v hladiné CR byl niZzsi nez u CB, u viech sledovanych struktur se pohyboval kolem 20 %.
Bunééné zmény CR-ir byly vyznamné pouze v DCI a ECL

Pokles exprese vapnik vazicich proteini béhem starnuti mize ptispivat k takové zméné
bunécného prostiedi, ktera ¢ini neurony nachylnéjsi k dysfunkci a degeneraci. Jelikoz se jedna
z vetsi Casti o GABAergni neurony, dopliuje tento experiment ptedchozi vysledky a zduraziiuje
naruSenou GABA inhibici béhem starnuti. Zarovenn poukazuje na jeji centrdlni ptivod, nebot’
uobou kmenl potkanid doSlo k podobnym poklesim. Vysledky jsou zajimavé i vzhledem
k moznym terapeutickym zasahiim. Pravé zmény v hladiné VVP v centralni ¢asti sluchové drahy

a zmény v GABA transmisi mohou ptedstavovat cil pro 1écbu lidské presbyakuze.

Zmény v ulekové reakci na zvukovy stimul (ASR) a prepulzni inhibici (PPI) béhem starnuti

potkanu dvou kmenu

Nase data ukazuji, ze potkani kmene F344, kteii slouzi jako model rychlého starnuti,
vykazuji jiny pribeéh zmén v ASR béhem starnuti nez potkani kmene LE, ktefi predstavuji model

fyziologického starnuti. ZvySeni prahii slySeni a sniZeni reaktivity ASR se u F344 potkant
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objevuje jiz ve stfednim veku, zatimco u LE potkani se zvifata stfedniho véku od mladych
dospélych nelisi. Co se tykd PPL, oba kmeny vykazuji podobny trend zmén béhem starnuti
navzdory rtizné uc¢innosti PPI mezi kmeny. Je tieba zdlraznit, Ze zmény v ASR pii starnuti
u F344 potkant zavisi na frekvenci ulekového podnétu. V ptipadé Cistych tont je pokles amplitud
ASR vyrazny uz u potkant stfedniho véku, zatimco u bilého Sumu dochazi k pomalejSimu
poklesu, ktery je signifikantni pouze u starych zvifat. Vysledky naznacuji, Ze vyhodnocovani
ASR a jeji potlaceni zvukovym prepulznim podnétem muiize slouzit jako objektivni meéfitko
starnutim zpisobenych zmén v chovani ovlddanym zvukovymi podnéty. Obzvlast¢ ASR na

tonoveé podnéty se ukazuje jako vhodny indikator centralni presbyakuze.

Zmény v ulekové reakci na zvukovy stimul (ASR) a prepulzni inhibici (PPI) mérené

v dospélosti po expozici hluku béhem raného vyvoje

U potkanii Long Evans expozice hlukovému stimulu (8 min, 125 dB SPL) v kritické
periodé (P 14) neovlivni v dospélosti kiivku prahtt ABR v porovnani s neexponovanymi zvifaty.
Jak jsme dale vtestu ASR prokazali, prahové hodnoty amplitud ASR byly pro obé skupiny
srovnatelné v ramci vSech testovanych frekvenci (2, 4, 8 a 16 kHz). Nadprahové velikosti
amplitud ASR byly rovnéz srovnatelné¢ mezi experimentalnimi skupinami, ovSem amplitudy ASR
vyvolané maximalnimi intenzitami (110-120 dB SPL) byly v pfipadé exponovanych zvifat
statisticky vyznamn€ mensi (s vyjimkou 2 kHz). V obou experimentalnich skupiniach byla
zietelna tendence poklesu amplitudy ASR se stoupajici frekvenci zvukového stimulu. U kontrolni
skupiny zvifat byl tento pokles statisticky vyznamny na frekvenci 16 kHz, u skupiny
exponovanych zvitat byl pfitomen jiz na frekvenci 8 kHz (P<0,05). Domnivame se, ze mensi
maximalni amplitudy ASR u exponovanych zvifat jsou ukazatelem nezralosti centrdlniho
sluchového systému. Podobné i redukované amplitudy ASR na frekvenci 8 kHz pfipisujeme na
ukor narusenému vyvoji centralniho sluchového systému.

Utinnost prepulzni inhibice byla testovana pomoci prepulznich stimuli o frekvenci 2, 4, 8
a 16 kHz. Zatimco primérna velikost ASR u kontrolnich zvifat pozvolna klesala v zavislosti na
intenzité¢ zvukového stimulu (funkce PPI), tvar kiivky PPI u exponovanych zvifat byl odlisny:
prudky pokles amplitudy ASR (tj. zvySena ucinnost prepulzniho stimulu) na nizkych prepulznich
intenzitdich (20-30 dB SPL) byl vystfidan fazi velmi pomalého poklesu amplitudy ASR
(od 20-30 dB SPL do 60-70 dB SPL), kdy vzestup intenzity prepulzniho stimulu vyvolal jen
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velmi malé zmény amplitud ASR. ZvySena citlivost na nizké intenzity prepulzniho stimulu,
kterou vystfidala zhorSend schopnost rozliSovani intenzit zvuku v rozsahu stfednich intenzit,
naznacovala u exponovanych zvifat poruSené vnimani hlasitosti, které korespondovalo se

zménami reprezentace intenzity detekované na trovni neuroni CCI exponovanych zvitat.
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SUMMARY

Changes in the central auditory system related to aging or early development noise
exposure represent an important and still poorly understood aspect of presbyacusis. In the present
thesis, we describe age related changes in glutamate decarboxylase, calbindin, and calretinin
levels in the upper parts of the auditory pathway, and age related changes in acoustic startle
reaction and prepulse inhibition. Furthermore, we compared Long Evans rats, as an example
of natural aging, with the Fischer 344 strain, as an example of accelerated aging. The effect
of noise exposure in early development was also assessed using the acoustic startle response and
prepulse inhibition. Our results have the following implications. They support the hypothesis that
aging would be accompanied by substantial GABA inhibition decline in auditory system.
In addition, they show that there is decline of calbindin and calretinin as well. And last, they
describe a strain-dependent disruption of the acoustic startle response and prepulse inhibition,

revealing significant effectsin adults after early noise exposure.

Changes in levels and immunoreactivity of glutamatedecarboxylase

Currently, there is a general consensus that an overall deterioration of inhibitory function
underlies central presbyacusis (Turner et al., 2005a). Studies published so far have used strains
with massive auditory function disruption of peripheral origin (Caspary et al., 2008).
Consequently it was hypothesised that the deterioration of GABA inhibition throughout
the auditory pathway is primarily caused by a loss of afferent stimulation. In the present thesis,
we assessed changes in GABA in the inferior colliculus and auditory cortex by evaluating GAD
levels, a key enzyme in GABA synthesis. Moreover, these changes were compared between the
two rat strains.

Our results demonstrated the following significant and uniform changes of both GAD
isoforms (65 and 67) in the inferior colliculus and auditory cortex: a decline of both protein levels
(40-50%, P<0,01) evaluated using western blot, a decrease in number of GAD65 and 67-ir
neurons (5-15%), and a decrease in their immunoreactivity (15-25%, P<0,05). Changes in LE
rats were similar to those of F344 rats despite the different auditory condition of both strains at

given ages. Therefore, we may tentatively suggest that the age-related decline in GAD expression

112



in the IC and AC does not depend primarily on peripheral deafferentation, but is, at least

partially, of central origin.

Changes in levels and immunoreactivity of calbindin and calretinin

Calbindin and calretinin, though not exclusively expressed in GABAergic neurons, are
usually associated with the GABAergic system. Similarly to GABA, their changes are considered
the hallmarks of an aging auditory system. In spite of several studies conducted with mice, there
was a lack of any description of CB and CR age-related changes in the upper parts of the auditory
pathway in rats. Analogous to our previous study, we compared LE and F344 strains to evaluate
whether or not the condition was of peripheral origin. Our results confirm that the changes do not
depend on the strain. Levels of CB declined by half in all studied structures (inferior colliculus,
auditory cortex, visual cortex) regardless of strain. Numbers of CB-ir neurons decreased in the
dorsal cortex (by 21% and 18%, in LE and F344 rats, respectively) and external cortex (16% and
13%, respectively) of the inferior colliculus, as well as in the auditory cortex (14% and 16%,
respectively). The decline in CR level was not so severe, reaching approximately 20% in all
structures. Changes in CR-ir reached significancy only in the dorsal and external cortex of the
inferior colliculus.

A reduction in the expression of calcium binding proteins during aging may contribute
to a higher vulnerability of cells to dysfunction and degeneration. These cells are GABAergic
in most cases, which underlies the disrupted inhibition that occurs during aging and further
supplements our previous work. Moreover, it speaks in favor of the condition having a central
origin as both strains displayed similar declines. The results may point to potential therapeutic
intervention. The changes in calcium binding proteins and GABA transmission during aging may

represent a target in treatment of human presbyacusis.

Age-related changes in acoustic startle response (ASR) and prepulse inhibition (PPI) in two

rat strains

Our data showed different age-related patterns of change in naturally aging Long Evans
rats and the Fischer 344 strain with accelerated aging. Threshold shifts and lower ASR appear
in F344 rats already at middle age whereas the equivalant LE rats do not differ from that

of younger ones. Both strains displayed a similar tendency of age-related decline in PPI, despite
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its different efficacy between strains. It is important to note that age-related changes in ASR
depends on the frequency of the startle stimulus. In the case of pure tones, the decline in ASR is
already apparent in middle aged rats, but reactivity to white noise declines significantly not
earlier than in old rats. The results suggest that ASR and PPI may serve as an objective measure
of age-related changes of behavior controlled by sound stimuli. This particularly holds true for

tonal ASR which might be a suitable marker of central presbyacusis.

Changes in ASR and PPI in adult rats exposed to loud noise during early development

Exposure to noise (8 min, 125 dB SPL) during the critical period (P 14) of the auditory
system does not affect ABR thresholds in Long Evans rats compared to unexposed animals.
Moreover, both groups have comparable amplitudes of ASR across all the studied frequencies
(2, 4, 8 a 16 kHz). Furthermore amplitudes above thresholds did not differ between groups,
except for maximal intensities of sound stimuli (110-120 dB SPL) which elicited lower responses
in exposed rats (except 2 kHz). Both groups demonstrated a decline in ASR amplitude with
increasing frequency of the sound stimulus. However, such a decline was significant only
at 16 kHz in control rats, but in exposed rats it was already present from frequencies of 8 kHz
(P<0,05). We assume the lower maximum ASR amplitudes in exposed rats to be a manifestation
of an immature central auditory system. Likewise, reduced ASR amplitudes at 8 kHz can be
ascribed to impaired development of the central auditory system. Efficacy of PPI was evaluated
by prepulse stimuli at frequencies of 2, 4, 8, and 16 kHz. While the average ASR slowly
decreased with increasing intensity of the sound stimulus (PPI function), the shape of the PPI
curve for exposed rats was different. A steep decline in ASR amplitude (i.e. high efficacy of PPI)
at low intensities of prepulse (20-30 dB SPL) was followed by a very slow decline (from 20-30
dB SPL to 60—70 dB SPL), demonstrated by small changes in ASR amplitude with increasing
intensity of prepulse stimuli. Heightened sensitivity to low intensities of the prepulse stimuli
followed by a compromised ability to discriminate middle range intensities suggests a disrupted
loudness perception in exposed rats, that corresponds to changes in representation of the intensity

detected by neurons in CCI.
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7. ZAVERY
1. Starnuti a GADG65 a GADG67

¢ hladina obou proteint se s vékem vyrazné snizuje ve vSech studovanych strukturach:
colliculus inferior, sluchova a zrakova ktira

e v prubchu starnuti dochéazi k signifikantnimu ubytku GAD67-ir neuronli v centralnim
jadte colliculus inferior a k Ubytku jejich optické denzity v centralnim jadie colliculus
inferior a ve sluchové kiiie

e pii starnuti dochazi k signifikantnimu ubytku GAD65-ir neuroni ve sluchové kire,
k ubytku jejich optické denzity v centralnim jadie a externi kaie colliculus inferior a ve
sluchové a zrakové kiife

e v colliculus inferior je hladina obou izoforem zhruba tfikrat vyssi nez ve sluchové kire,
bez ohledu na stafi

e u rychlestarnouciho kmene Fischer 344 jsou vysledky podobné jako u vysSe uvedenych

vysledkll kmene Long Evans

I1. Starnuti a kalbindin a kalretinin

¢ hladina kalbindinu se se starnutim snizuje v colliculus inferior, sluchové a zrakové kiire

e pocet CB-ir neuront se snizuje predevSim v dorzalni kiite colliculus inferior, ventralni
¢asti corpus geniculatum mediale a primarni sluchové ktte (Tel)

e primérny objem somat CB-ir neuronti klesa v dorzalni kiie colliculus inferior
a ventralni Casti corpus geniculatum mediale

¢ hladina kalretininu se v pritbé¢hu starnuti vyznamné méni pouze v colliculus inferior

e pocet CR-ir neuroni klesé v dorzalni ktite colliculus inferior, objem jejich somat klesa
v externi a dorzalni kiife colliculus inferior

e obecné nejsou vyrazngjsi rozdily mezi kmenem Long Evans a Fischer 344
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III. Vliv starnuti na dlekovou reakci a prepulzni inhibici

e bchem starnuti dochéazi ke zhorSeni sluchovych prahiti u potkani kmene Fischer 344
diive nez u kmene Long Evans

e potkani kmene Fischer 344 maji mensi ulekovou reakci nez potkani Long Evans téméf
na vSechny testované zvukové podnéty

o velikost ulekové reakce klesd u potkani Fischer 344 ve srovnani s kmenem Long Evans
béhem starnuti rychleji

e prepulzni inhibice je slabsi u potkan kmene Fischer 344 nez u kmene Long Evans

e pokles prepulzni inhibice pfi starnuti je u obou kmenti podobny a signifikantni snizeni se
projevi pouze u starych zvirat

e mezi sluchovymi prahy a velikosti tlekové reakce nebyla potvrzena zévislost

IV. Vliv kratké expozice hluku béhem Kkritické periody vyvoje na ulekovou reakci

a prepulzni inhibici

e sluchové prahy potkanti vystavenych v mladi hluku a potkanti bez expozice se od sebe
v dospélosti vyznamné nelisi

o velikost ulekové reakce na stimulaci bilym Sumem a ténovymi stimuly o frekvenci
> 4 kHz je u zvifat exponovanych hlukem vraném obdobi vyvoje menSi nez
u kontrolnich potkant

e prepulzni inhibice je u exponovanych zvifat signifikantné vyssi pti nizkych intenzitach

prepulzu (20-30 dB SPL) oproti kontrolnim zvifatim

116



8. SEZNAM POUZITE LITERATURY

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Aitkin L, Tran L, Syka J (1994). The responses of neurons in subdivisions of the inferior colliculus of cats
to tonal, noise and vocal stimuli. Exp Brain Res 98: 53-64

Altman JA, Syka J, Shmigidina GN (1970). Neuronal activity in the medial geniculate body of the cat during
monaural and binaural stimulation. Exp Brain Res 10: 8§1-93

Altschuler R, Shore S (2010). Central auditory neurotransmitters. In The Oxford Handbook of Auditory Science.
The Auditory Brain., Rees A, Palmer A (eds), Vol. 2, 4, pp 65 - 89. New York Oxford University Press Inc.
Altun M, Bergman E, Edstrom E, Johnson H, Ulfhake B (2007). Behavioral impairments of the aging rat.
Physiol Behav 92: 911-923

Andersen BB, Gundersen HJ (1999). Pronounced loss of cell nuclei and anisotropic deformation of thick
sections. J Microsc 196: 69-73

Ando S, Ohashi Y (1991). Longitudinal study on age-related changes of working and reference memory in the
rat. Neurosci Lett 128: 17-20

Asada H, Kawamura Y, Maruyama K, Kume H, Ding RG, Kanbara N, Kuzume H, Sanbo M, Yagi T, Obata K
(1997). Cleft palate and decreased brain gamma-aminobutyric acid in mice lacking the 67-kDa isoform
of glutamic acid decarboxylase. Proc Natl Acad Sci U S A 94: 6496-6499

Atencio CA, Schreiner CE (2008). Spectrotemporal processing differences between auditory cortical
fast-spiking and regular-spiking neurons. J Neurosci 28: 3897-3910

Au WWL (2004). The Dolphin Sonar: Excellent Capabilities In Spite of Some Mediocre Properties. AIP
Conference Proceedings 728: 247

Backoff PM, Caspary DM (1994). Age-related changes in auditory brainstem responses in Fischer 344 rats:
effects of rate and intensity. Hear Res 73: 163-172

Baimbridge KG, Celio MR, Rogers JH (1992). Calcium-binding proteins in the nervous system. Trends
Neurosci 15: 303-308

Bajo VM, Merchan MA, Lopez DE, Rouiller EM (1993). Neuronal morphology and efferent projections of the
dorsal nucleus of the lateral lemniscus in the rat. J Comp Neurol 334: 241-262

Banay-Schwartz M, Lajtha A, Palkovits M (1989). Changes with aging in the levels of amino acids in rat CNS
structural elements. I. Glutamate and related amino acids. Neurochem Res 14: 555-562

Barkat TR, Polley DB, Hensch TK (2011). A critical period for auditory thalamocortical connectivity. Nat
Neurosci 14: 1189-1194

Bartlett EL, Smith PH (1999). Anatomic, intrinsic, and synaptic properties of dorsal and ventral division
neurons in rat medial geniculate body. J Neurophysiol 81: 1999-2016

Bartos M, Vida I, Jonas P (2007). Synaptic mechanisms of synchronized gamma oscillations in inhibitory
interneuron networks. Nat Rev Neurosci 8: 45-56

Beasley CL, Zhang ZJ, Patten I, Reynolds GP (2002). Selective deficits in prefrontal cortical GABAergic
neurons in schizophrenia defined by the presence of calcium-binding proteins. Biol Psychiatry 52: 708-715
Bielefeld EC, Coling D, Chen GD, Li M, Tanaka C, Hu BH, Henderson D (2008). Age-related hearing loss
in the Fischer 344/NHsd rat substrain. Hear Res 241: 26-33

Blatow M, Caputi A, Burnashev N, Monyer H, Rozov A (2003). Ca2+ buffer saturation underlies paired pulse
facilitation in calbindin-D28k-containing terminals. Neuron 38: 79-88

Bradford MM (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 72: 248-254

Brugge JF, O'Connor TA (1984). Postnatal functional development of the dorsal and posteroventral cochlear
nuclei of the cat. J Acoust Soc Am 75: 1548-1562

Bu J, Sathyendra V, Nagykery N, Geula C (2003). Age-related changes in calbindin-D28k, calretinin, and
parvalbumin-immunoreactive neurons in the human cerebral cortex. Exp Neurol 182: 220-231

Buckiova D, Popelar J, Syka J (2007). Aging cochleas in the F344 rat: morphological and functional changes.
Exp Gerontol 42: 629-638

Bures Z, Grécova J, Popelar J, Syka J (2010). Noise exposure during early development impairs the processing
of sound intensity in adult rats. Eur J Neurosci 32: 155-164

Burianova J, Ouda L, Profant O, Syka J (2009). Age-related changes in GAD levels in the central auditory
system of the rat. Exp Gerontol 44: 161-169

117



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.
47.

48.

49.

50.

Btaszczyk J, Tajchert K (1996). Sex and strain differences of acoustic startle reaction development
in adolescent albino Wistar and hooded rats. Acta Neurobiol Exp (Wars) 56: 919-925

Btaszczyk JW, Tajchert K (1997). Effect of acoustic stimulus characteristics on the startle response in hooded
rats. Acta Neurobiol Exp (Wars) 57: 315-321

Cai R, Guo F, Zhang J, Xu J, Cui Y, Sun X (2009). Environmental enrichment improves behavioral
performance and auditory spatial representation of primary auditory cortical neurons in rat. Neurobiol Learn
Mem 91: 366-376

Cai R, Zhou X, Guo F, Xu J, Zhang J, Sun X (2010). Maintenance of enriched environment-induced changes
of auditory spatial sensitivity and expression of GABAA, NMDA, and AMPA receptor subunits in rat auditory
cortex. Neurobiol Learn Mem 94: 452-460

Caine SB, Geyer MA, Swerdlow NR (1991). Carbachol infusion into the dentate gyrus disrupts sensorimotor
gating of startle in the rat. Psychopharmacology (Berl) 105: 347-354

Caine SB, Geyer MA, Swerdlow NR (1992). Hippocampal modulation of acoustic startle and prepulse
inhibition in the rat. Pharmacol Biochem Behav 43: 1201-1208

Campbell BA, Gaddy JR (1987). Rate of aging and dietary restriction: sensory and motor function in the
Fischer 344 rat. J Gerontol 42: 154-159

Canlon B, Illing R, Walton J (2010). Cell Biology and Physiology of the Aging Central Auditory Pathway.
In The Aging Auditory System, Gordon-Salant S, Frisina RD, Popper AN, Fay RR (eds), Vol. 34, 3, pp 39-74.
Springer New York

Canlon B, Miller J, Flock A, Borg E (1987). Pure tone overstimulation changes the micromechanical properties
of the inner hair cell stereocilia. Hear Res 30: 65-72

Cant NB, Benson CG (2003). Parallel auditory pathways: projection patterns of the different neuronal
populations in the dorsal and ventral cochlear nuclei. Brain Res Bull 60: 457-474

Caputi A, Rozov A, Blatow M, Monyer H (2009). Two calretinin-positive GABAergic cell types in layer 2/3
of the mouse neocortex provide different forms of inhibition. Cereb Cortex 19: 1345-1359

Cardin JA, Carlén M, Meletis K, Knoblich U, Zhang F, Deisseroth K, Tsai LH, Moore CI (2009). Driving
fast-spiking cells induces gamma rhythm and controls sensory responses. Nature 459: 663-667

Carlson S, Willott JF (1996). The behavioral salience of tones as indicated by prepulse inhibition of the startle
response: relationship to hearing loss and central neural plasticity in C57BL/6J mice. Hear Res 99: 168-175
Carr CE, Edds-Walton PL, Masland RH, Albright TD, Dallos P, Oertel D, Firestein S, Beauchamp GK,
Bushnell MC, Basbaum Al, Kaas JH, Gardner EP (2008). 3.30 - Vertebrate Auditory Pathways. In The Senses:
A Comprehensive Reference, pp 499-523. New York: Academic Press

Caspary DM, Holder TM, Hughes LF, Milbrandt JC, McKernan RM, Naritoku DK (1999). Age-related changes
in GABA(A) receptor subunit composition and function in rat auditory system. Neuroscience 93: 307-312
Caspary DM, Hughes LF, Ling LL (2013). Age-related GABAA receptor changes in rat auditory cortex.
Neurobiol Aging 34: 1486-1496

Caspary DM, Ling L, Turner JG, Hughes LF (2008). Inhibitory neurotransmission, plasticity and aging in the
mammalian central auditory system. J Exp Biol 211: 1781-1791

Caspary DM, Milbrandt JC, Helfert RH (1995). Central auditory aging: GABA changes in the inferior
colliculus. Exp Gerontol 30: 349-360

Caspary DM, Raza A, Lawhorn Armour BA, Pippin J, Arneri¢ SP (1990). Immunocytochemical and
neurochemical evidence for age-related loss of GABA in the inferior colliculus: implications for neural
presbycusis. J Neurosci 10: 2363-2372

Celio MR (1986). Parvalbumin in most gamma-aminobutyric acid-containing neurons of the rat cerebral cortex.
Science 231: 995-997

Celio MR (1990). Calbindin D-28k and parvalbumin in the rat nervous system. Neuroscience 35: 375-475
Chang EF, Merzenich MM (2003). Environmental noise retards auditory cortical development. Science 300:
498-502

Chang HT, Kuo H (1991). Calcium-binding protein (calbindin D-28k) immunoreactive neurons in the basal
forebrain of the monkey and the rat: relationship with the cholinergic neurons. Adv Exp Med Biol 295: 119-126
Chen CS (1978). Acoustic trauma-induced developmental change in the acoustic startle response and
audiogenic seizures in mice. Exp Neurol 60: 400-403

Chen GD, Li M, Tanaka C, Bielefeld EC, Hu BH, Kermany MH, Salvi R, Henderson D (2009). Aging outer
hair cells (OHCs) in the Fischer 344 rat cochlea: function and morphology. Hear Res 248: 39-47

118



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.
60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Choi JH, Lee CH, Yoo KY, Hwang IK, Lee IS, Lee YL, Shin HC, Won MH (2010). Age-related changes
in calbindin-D28k, parvalbumin, and calretinin immunoreactivity in the dog main olfactory bulb. Cell Mol
Neurobiol 30: 1-12

Christopher Kirk E, Smith DW (2003). Protection from acoustic trauma is not a primary function of the medial
olivocochlear efferent system. J Assoc Res Otolaryngol 4: 445-465

Cipolloni PB, Peters A (1979). The bilaminar and banded distribution of the callosal terminals in the posterior
neocortex of the rat. Brain Res 176: 33-47

Clerici WJ, Coleman JR (1990). Anatomy of the rat medial geniculate body: I. Cytoarchitecture,
myeloarchitecture, and neocortical connectivity. J Comp Neurol 297: 14-31

Cotter D, Landau S, Beasley C, Stevenson R, Chana G, MacMillan L, Everall I (2002). The density and spatial
distribution of GABAergic neurons, labelled using calcium binding proteins, in the anterior cingulate cortex

in major depressive disorder, bipolar disorder, and schizophrenia. Biol Psychiatry 51: 377-386

Covefias R, De Leon M, Alonso JR, Arévalo R, Lara J, Aijon J (1991). Distribution of parvalbumin-
immunoreactivity in the rat thalamus using a monoclonal antibody. Arch Ital Biol 129: 199-210

D'Orlando C, Celio MR, Schwaller B (2002). Calretinin and calbindin D-28k, but not parvalbumin protect
against glutamate-induced delayed excitotoxicity in transfected N18-RE 105 neuroblastoma-retina hybrid cells.
Brain Res 945: 181-190

Dallos P (2008). Cochlear amplification, outer hair cells and prestin. Current Opinion in Neurobiology 18:
370-376

Dannhof BJ, Bruns V (1993). The innervation of the organ of Corti in the rat. Hear Res 66: 8-22

de Jong GI, Naber PA, Van der Zee EA, Thompson LT, Disterhoft JF, Luiten PG (1996). Age-related loss
of calcium binding proteins in rabbit hippocampus. Neurobiol Aging 17: 459-465

de Villers-Sidani E, Alzghoul L, Zhou X, Simpson KL, Lin RC, Merzenich MM (2010). Recovery of functional
and structural age-related changes in the rat primary auditory cortex with operant training. Proc Natl Acad Sci
US A4107: 13900-13905

de Villers-Sidani E, Chang EF, Bao S, Merzenich MM (2007). Critical period window for spectral tuning
defined in the primary auditory cortex (Al) in the rat. J Neurosci 27: 180-189

Decker MW, Curzon P, Brioni JD (1995). Influence of separate and combined septal and amygdala lesions

on memory, acoustic startle, anxiety, and locomotor activity in rats. Neurobiol Learn Mem 64: 156-168
DeFelipe J (1997). Types of neurons, synaptic connections and chemical characteristics of cells
immunoreactive for calbindin-D28K, parvalbumin and calretinin in the neocortex. J Chem Neuroanat 14: 1-19
Demeulemeester H, Vandesande F, Orban GA, Heizmann CW, Pochet R (1989). Calbindin D-28K and
parvalbumin immunoreactivity is confined to two separate neuronal subpopulations in the cat visual cortex,
whereas partial coexistence is shown in the dorsal lateral geniculate nucleus. Neurosci Lett 99: 6-11

DiLoreto D, Cox C, Grover DA, Lazar E, del Cerro C, del Cerro M (1994). The influences of age, retinal
topography, and gender on retinal degeneration in the Fischer 344 rat. Brain Res 647: 181-191

Dong G, Gross K, Qiao F, Ferguson J, Callegari EA, Rezvani K, Zhang D, Gloeckner CJ, Ueffing M, Wang H
(2012). Calretinin interacts with huntingtin and reduces mutant huntingtin-caused cytotoxicity. J Neurochem
123: 437-446

Dorf DS, Curtin JW (1982). Early cleft palate repair and speech outcome. Plast Reconstr Surg 70: 74-81

Doron NN, Ledoux JE (1999). Organization of projections to the lateral amygdala from auditory and visual
areas of the thalamus in the rat. J/ Comp Neurol 412: 383-409

Douek E, Dodson HC, Bannister LH, Ashcroft P, Humphries KN (1976). Effects of incubator noise on the
cochlea of the newborn. Lancet 2: 1110-1113

Druga R, Syka J (1984a). Ascending and descending projections to the inferior colliculus in the rat. Physiol
Bohemoslov 33: 31-42

Druga R, Syka J (1984b). Neocortical projections to the inferior colliculus in the rat. (An experimental study
using anterograde degeneration techniques). Physiol Bohemoslov 33: 251-253

Druga R, Syka J (1984c). Projections from auditory structures to the superior colliculus in the rat. Neurosci Lett
45: 247-252

Druga R, Syka J (1993). NADPH-diaphorase activity in the central auditory structures of the rat. Neuroreport
4: 999-1002

Druga R, Syka J (2001). Effect of auditory cortex lesions on NADPH-diaphorase staining in the inferior
colliculus of rat. Neuroreport 12: 1555-1559

119



76.

77.

78.

79.

80.
81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.
88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.
95.

96.
97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Druga R, Syka J, Rajkowska G (1997). Projections of auditory cortex onto the inferior colliculus in the rat.
Physiol Res 46: 215-222

Druga R, Syka J, Rajkowska-Markow G (1988). Localization of Cortical Neurons Projecting to the Inferior
Colliculus in the Rat and Guinea Pig. In Auditory Pathway, Syka J, Masterton RB (eds), 41, pp 293-298.
Springer US

Ellwanger J, Geyer MA, Braff DL (2003). The relationship of age to prepulse inhibition and habituation of the
acoustic startle response. Biol Psychol 62: 175-195

Evans EF (1975). Cochlear Nerve and Cochlear Nucleus. In Auditory System, Keidel W, Neff W (eds),
Vol. 5/2, 1, pp 1-108. Springer Berlin Heidelberg

Falk SA, Farmer JC (1973). Incubator noise and possible deafness. Arch Otolaryngol 97: 385-387

Felix RA, Portfors CV (2007). Excitatory, inhibitory and facilitatory frequency response areas in the inferior
colliculus of hearing impaired mice. Hear Res 228: 212-229

Fenton MB, Bell GP (1981). Recognition of species of insectivorous bats by their echolocation calls. Journal
of Mammalogy 62: 233-243

Figueredo-Cardenas G, Harris CL, Anderson KD, Reiner A (1998). Relative resistance of striatal neurons
containing calbindin or parvalbumin to quinolinic acid-mediated excitotoxicity compared to other striatal
neuron types. Exp Neurol 149: 356-372

Fitzgibbons PJ, Gordon-Salant S (1994). Age effects on measures of auditory duration discrimination. J Speech
Hear Res 37: 662-670

Foster TC (2007). Calcium homeostasis and modulation of synaptic plasticity in the aged brain. Aging Cell 6:
319-325

Fredrich M, Reisch A, Illing RB (2009). Neuronal subtype identity in the rat auditory brainstem as defined
by molecular profile and axonal projection. Exp Brain Res 195: 241-260

Freund TF, Buzsaki G (1996). Interneurons of the hippocampus. Hippocampus 6: 347-470

Frisina RD (2001). Subcortical neural coding mechanisms for auditory temporal processing. Hear Res 158:
1-27

Fritzsch B, Pan N, Jahan I, Duncan JS, Kopecky BJ, Elliott KL, Kersigo J, Yang T (2013). Evolution and
development of the tetrapod auditory system: an organ of Corti-centric perspective. Evolution & Development
15: 63-79

Fung SJ, Fillman SG, Webster MJ, Shannon Weickert C (2014). Schizophrenia and bipolar disorder show both
common and distinct changes in cortical interneuron markers. Schizophr Res

Gage FH, Kelly PA, Bjorklund A (1984). Regional changes in brain glucose metabolism reflect cognitive
impairments in aged rats. J Neurosci 4: 2856-2865

Gandal MJ, Edgar JC, Ehrlichman RS, Mehta M, Roberts TP, Siegel SJ (2010). Validating y oscillations and
delayed auditory responses as translational biomarkers of autism. Biol Psychiatry 68: 1100-1106

Gandal MJ, Edgar JC, Klook K, Siegel SJ (2012). Gamma synchrony: towards a translational biomarker for the
treatment-resistant symptoms of schizophrenia. Neuropharmacology 62: 1504-1518

Gates GA, Mills JH (2005). Presbycusis. Lancet 366: 1111-1120

Geal-Dor M, Freeman S, Li G, Sohmer H (1993). Development of hearing in neonatal rats: air and bone
conducted ABR thresholds. Hear Res 69: 236-242

Gerken GM (1996). Central tinnitus and lateral inhibition: an auditory brainstem model. Hear Res 97: 75-83
Geula C, Bu J, Nagykery N, Scinto LF, Chan J, Joseph J, Parker R, Wu CK (2003). Loss of calbindin-D28k
from aging human cholinergic basal forebrain: relation to neuronal loss. J Comp Neurol 455: 249-259

Geula C, Schatz CR, Mesulam MM (1993). Differential localization of NADPH-diaphorase and
calbindin-D28k within the cholinergic neurons of the basal forebrain, striatum and brainstem in the rat,
monkey, baboon and human. Neuroscience 54: 461-476

Geyer MA, Braff DL (1987). Startle habituation and sensorimotor gating in schizophrenia and related animal
models. Schizophr Bull 13: 643-668

Geyer MA, Mcllwain KL, Paylor R (2002). Mouse genetic models for prepulse inhibition: an early review. Mol
Psychiatry 7: 1039-1053

Glowa JR, Hansen CT (1994). Differences in response to an acoustic startle stimulus among forty-six rat
strains. Behav Genet 24: 79-84

Gonchar Y, Burkhalter A (1997). Three distinct families of GABAergic neurons in rat visual cortex. Cereb
Cortex 7: 347-358

Gonchar Y, Wang Q, Burkhalter A (2007). Multiple distinct subtypes of GABAergic neurons in mouse visual
cortex identified by triple immunostaining. Front Neuroanat 1: 3

120



104.

105.

106.

107.

108.

1009.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

Gordon-Salant S, Fitzgibbons PJ, Friedman SA (2007). Recognition of time-compressed and natural speech
with selective temporal enhancements by young and elderly listeners. J Speech Lang Hear Res 50: 1181-1193
Gordon-Salant S, Lantz J, Fitzgibbons P (1994). Age effects on measures of hearing disability. Ear Hear 15:
262-265

Grachev ID, Swarnkar A, Szeverenyi NM, Ramachandran TS, Apkarian AV (2001). Aging alters the
multichemical networking profile of the human brain: an in vivo (1)H-MRS study of young versus middle-aged
subjects. J Neurochem 77: 292-303

Gratton MA, Bateman K, Cannuscio JF, Saunders JC (2008). Outer- and middle-ear contributions

to presbycusis in the Brown Norway rat. Audiol Neurootol 13: 37-52

Gray DT, Engle JR, Recanzone GH (2014). Age-related neurochemical changes in the rhesus macaque cochlear
nucleus. J Comp Neurol 522: 1527-1541

Gray DT, Rudolph ML, Engle JR, Recanzone GH (2013). Parvalbumin increases in the medial and lateral
geniculate nuclei of aged rhesus macaques. Front Aging Neurosci 5: 69

Grose JH, Hall JW, Buss E (2006). Temporal processing deficits in the pre-senescent auditory system. J Acoust
Soc Am 119: 2305-2315

Grécova J, Bures Z, Popelar J, Suta D, Syka J (2009). Brief exposure of juvenile rats to noise impairs the
development of the response properties of inferior colliculus neurons. Eur J Neurosci 29: 1921-1930

Gulyas Al, Hajos N, Freund TF (1996). Interneurons containing calretinin are specialized to control other
interneurons in the rat hippocampus. J Neurosci 16: 3397-3411

Gundersen HJ, Bendtsen TF, Korbo L, Marcussen N, Mgller A, Nielsen K, Nyengaard JR, Pakkenberg B,
Serensen FB, Vesterby A (1988). Some new, simple and efficient stereological methods and their use
in pathological research and diagnosis. APMIS 96: 379-394

Gutiérrez A, Khan ZU, Morris SJ, De Blas AL (1994). Age-related decrease of GABAA receptor subunits and
glutamic acid decarboxylase in the rat inferior colliculus. J Neurosci 14: 7469-7477

Han YK, Kd&ver H, Insanally MN, Semerdjian JH, Bao S (2007). Early experience impairs perceptual
discrimination. Nat Neurosci 10: 1191-1197

Harbin TJ, Berg WK (1983). The effects of age and prestimulus duration upon reflex inhibition.
Psychophysiology 20: 603-610

Harding GW, Bohne BA, Vos JD (2005). The effect of an age-related hearing loss gene (Ahl) on noise-induced
hearing loss and cochlear damage from low-frequency noise. Hear Res 204: 90-100

Harker KT, Whishaw IQ (2002). Place and matching-to-place spatial learning affected by rat inbreeding
(Dark-Agouti, Fischer 344) and albinism (Wistar, Sprague-Dawley) but not domestication (wild rat vs. Long-
Evans, Fischer-Norway). Behav Brain Res 134: 467-477

Hauger RL, Thrivikraman KV, Plotsky PM (1994). Age-related alterations of hypothalamic-pituitary-adrenal
axis function in male Fischer 344 rats. Endocrinology 134: 1528-1536

Heffner HE, Heffner RS, Contos C, Ott T (1994). Audiogram of the hooded Norway rat. Hearing Research 73:
244-247

Hefti BJ, Smith PH (2000). Anatomy, physiology, and synaptic responses of rat layer V auditory cortical cells
and effects of intracellular GABA(A) blockade. J Neurophysiol 83: 2626-2638

Hefti BJ, Smith PH (2003). Distribution and kinetic properties of GABAergic inputs to layer V pyramidal cells
in rat auditory cortex. J Assoc Res Otolaryngol 4: 106-121

Heizmann CW, Braun K (1992). Changes in Ca(2+)-binding proteins in human neurodegenerative disorders.
Trends Neurosci 15: 259-264

Helfert RH, Sommer TJ, Meeks J, Hofstetter P, Hughes LF (1999). Age-related synaptic changes in the central
nucleus of the inferior colliculus of Fischer-344 rats. J Comp Neurol 406: 285-298

Henry KR (1972). Pinna reflex thresholds and audiogenic seizures: developmental changes after acoustic
priming. J Comp Physiol Psychol 79: 77-81

Hernandez O, Rees A, Malmierca MS (2006). A GABAergic component in the commissure of the inferior
colliculus in rat. Neuroreport 17: 1611-1614

Hof PR, Glezer II, Condé F, Flagg RA, Rubin MB, Nimchinsky EA, Vogt Weisenhorn DM (1999). Cellular
distribution of the calcium-binding proteins parvalbumin, calbindin, and calretinin in the neocortex
of mammals: phylogenetic and developmental patterns. J Chem Neuroanat 16: 77-116

Hoffman HJ (1979). Survival distributions for selected laboratory rat strains and stocks. In Development of the
rodent as a model system for aging, Gibson DC, Adelman RC, Finch C (eds). Washington, D.C.: U.S.: DREW
Pub. No. (NIH)

121



129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.
148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

Houston R, Boonman A, Jones G (2004). Do echolocation signal parameters restrict bats' choice of prey?

In Echolocation in Bats and Dolphins, Thomas J, Moss C, Vater M (eds), pp 339 - 345. Chicago University
Press

Howard CV, Reed MG (1998). Unbiased stereology: three-dimensional measurement in microscopy, Oxford:
BIOS Scientific.

Hu BH, Yang WP, Bielefeld EC, Li M, Chen GD, Henderson D (2008). Apoptotic outer hair cell death in the
cochleae of aging Fischer 344/NHsd rats. Hear Res 245: 48-57

Hua T, Kao C, Sun Q, Li X, Zhou Y (2008). Decreased proportion of GABA neurons accompanies age-related
degradation of neuronal function in cat striate cortex. Brain Res Bull 75: 119-125

Hubel DH, Wiesel TN (1962). Receptive fields, binocular interaction and functional architecture in the cat's
visual cortex. J Physiol 160: 106-154

Hughes LF, Turner JG, Parrish JL, Caspary DM (2010). Processing of broadband stimuli across Al layers

in young and aged rats. Hear Res 264: 79-85

Hurley MJ, Brandon B, Gentleman SM, Dexter DT (2013). Parkinson's disease is associated with altered
expression of CaV1 channels and calcium-binding proteins. Brain 136: 2077-2097

lacopino AM, Christakos S (1990). Specific reduction of calcium-binding protein (28-kilodalton calbindin-D)
gene expression in aging and neurodegenerative diseases. Proc Natl Acad Sci U S A 87: 4078-4082
Idrizbegovic E, Salman H, Niu X, Canlon B (2006). Presbyacusis and calcium-binding protein
immunoreactivity in the cochlear nucleus of BALB/c mice. Hear Res 216-217: 198-206

Insanally MN, Kover H, Kim H, Bao S (2009). Feature-dependent sensitive periods in the development
of complex sound representation. J Neurosci 29: 5456-5462

Ison JR, Allen PD (2003). Low-frequency tone pips elicit exaggerated startle reflexes in C57BL/6J mice with
hearing loss. J Assoc Res Otolaryngol 4: 495-504

Ison JR, Allen PD, O'Neill WE (2007). Age-related hearing loss in C57BL/6J mice has both frequency-specific
and non-frequency-specific components that produce a hyperacusis-like exaggeration of the acoustic startle
reflex. J Assoc Res Otolaryngol 8: 539-550

Ison JR, Hammond GR (1971). Modification of the startle reflex in the rat by changes in the auditory and visual
environments. J Comp Physiol Psychol 75: 435-452

Iwasa H, Potsic WP (1982). Maturational change of early, middle, and late components of the auditory evoked
responses in rats. Otolaryngol Head Neck Surg 90: 95-102

Jenkins WM, Masterton RB (1982). Sound localization: effects of unilateral lesions in central auditory system.
J Neurophysiol 47: 987-1016

Jinno S, Kosaka T (2004). Parvalbumin is expressed in glutamatergic and GABAergic corticostriatal pathway

in mice. J Comp Neurol 477: 188-201

Jinno S, Kosaka T (2006). Cellular architecture of the mouse hippocampus: a quantitative aspect of chemically
defined GABAergic neurons with stereology. Neurosci Res 56: 229-245

Jourdan D, Ardid D, Chapuy E, Eschalier A, Le Bars D (1995). Audible and ultrasonic vocalization elicited

by single electrical nociceptive stimuli to the tail in the rat. Pain 63: 237-249

Kaas JH (1991). Plasticity of sensory and motor maps in adult mammals. Annu Rev Neurosci 14: 137-167

Kai N, Niki H (2002). Altered tone-induced Fos expression in the mouse inferior colliculus after early exposure
to intense noise. Neurosci Res 44: 305-313

Kavanagh GL, Kelly JB (1987). Contribution of auditory cortex to sound localization by the ferret (Mustela
putorius). J Neurophysiol 57: 1746-1766

Kawaguchi Y, Kubota Y (1998). Neurochemical features and synaptic connections of large
physiologically-identified GABAergic cells in the rat frontal cortex. Neuroscience 85: 677-701

Kawase T, Delgutte B, Liberman MC (1993). Antimasking effects of the olivocochlear reflex. II. Enhancement
of auditory-nerve response to masked tones. J Neurophysiol 70: 2533-2549

Kazee AM, West NR (1999). Preservation of synapses on principal cells of the central nucleus of the inferior
colliculus with aging in the CBA mouse. Hear Res 133: 98-106

Kelly JB, Glazier SJ (1978). Auditory cortex lesions and discrimination of spatial location by the rat. Brain Res
145: 315-321

Kelly JB, Kavanagh GL (1986). Effects of auditory cortical lesions on pure-tone sound localization by the
albino rat. Behav Neurosci 100: 569-575

Kelly JB, Sally SL (1988). Organization of auditory cortex in the albino rat: binaural response properties.

J Neurophysiol 59: 1756-1769

122



156.

157.
158.
159.
160.
161.
162.

163.

164.

165.

166.
167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

Kim SA, Jeon JH, Son MJ, Cha J, Chun MH, Kim IB (2010). Changes in transcript and protein levels
of calbindin D28k, calretinin and parvalbumin, and numbers of neuronal populations expressing these proteins

in an ischemia model of rat retina. Anat Cell Biol 43: 218-229

Kimura A, Donishi T, Sakoda T, Hazama M, Tamai Y (2003). Auditory thalamic nuclei projections to the
temporal cortex in the rat. Neuroscience 117: 1003-1016

Kishimoto J, Tsuchiya T, Cox H, Emson PC, Nakayama Y (1998). Age-related changes of calbindin-D28k,
calretinin, and parvalbumin mRNAs in the hamster brain. Neurobiol Aging 19: 77-82

Knudsen EI, Konishi M (1978). A neural map of auditory space in the owl. Science 200: 795-797

Koch M (1999). The neurobiology of startle. Prog Neurobiol 59: 107-128

Koch M, Schnitzler HU (1997). The acoustic startle response in rats--circuits mediating evocation, inhibition
and potentiation. Behav Brain Res 89: 35-49

Kodsi MH, Swerdlow NR (1997). Regulation of prepulse inhibition by ventral pallidal projections. Brain Res
Bull 43: 219-228

Koka K, Read HL, Tollin DJ (2008). The acoustical cues to sound location in the rat: measurements
of directional transfer functions. J Acoust Soc Am 123: 4297-4309

Kosaka T, Katsumaru H, Hama K, Wu JY, Heizmann CW (1987). GABAergic neurons containing
the Ca2+-binding protein parvalbumin in the rat hippocampus and dentate gyrus. Brain Res 419: 119-130
Kotak VC, DiMattina C, Sanes DH (2001). GABA(B) and Trk receptor signaling mediates long-lasting
inhibitory synaptic depression. J Neurophysiol 86: 536-540

Kral A (2013). Auditory critical periods: A review from systems perspective. Neuroscience 247: 117-133
Kretschmer BD, Koch M (1998). The ventral pallidum mediates disruption of prepulse inhibition of the
acoustic startle response induced by dopamine agonists, but not by NMDA antagonists. Brain Res 798: 204-210
Krieg WJ (1946a). Connections of the cerebral cortex; the albino rat; structure of the cortical areas. J Comp
Neurol 84: 277-323

Krieg WJ (1946b). Connections of the cerebral cortex; the albino rat; topography of the cortical areas. J Comp
Neurol 84: 221-275

Krieg WJ (1947). Connections of the cerebral cortex; the albino rat; extrinsic connections. J Comp Neurol 86:
267-394

Krzywkowski P, De Bilbao F, Senut MC, Lamour Y (1995). Age-related changes in parvalbumin- and GABA-
immunoreactive cells in the rat septum. Neurobiol Aging 16: 29-40

Kubota Y, Hattori R, Yui Y (1994). Three distinct subpopulations of GABAergic neurons in rat frontal
agranular cortex. Brain Res 649: 159-173

Kungel M, Koch M, Friauf E (1996). Cysteamine impairs the development of the acoustic startle response

in rats: possible role of somatostatin. Neurosci Lett 202: 181-184

Kvasnéak E, Popelar J, Syka J (2000). Discharge properties of neurons in subdivisions of the medial geniculate
body of the guinea pig. Physiol Res 49: 369-378

Langbauer WR, Payne KB, Charif RA, Rapaport L, Osborn F (1991). African elephants respond to distant
playbacks of low-frequency conspecific calls. Journal of Experimental Biology 157: 35-46

Ledoux JE, Ruggiero DA, Forest R, Stornetta R, Reis DJ (1987). Topographic organization of convergent
projections to the thalamus from the inferior colliculus and spinal cord in the rat. J Comp Neurol 264: 123-146
LeDoux JE, Ruggiero DA, Reis DJ (1985). Projections to the subcortical forebrain from anatomically defined
regions of the medial geniculate body in the rat. J Comp Neurol 242: 182-213

Lee HJ, Wallani T, Mendelson JR (2002). Temporal processing speed in the inferior colliculus of young and
aged rats. Hear Res 174: 64-74

Lee YJ, Yan BC, Park JH, Ahn JH, Kim IH, Lee JC, Lee HY, Kim YM, Won MH, Cho JH (2013). Differences
of calcium binding proteins immunoreactivities in the young hippocampal CA1 region from the adult following
transient ischemic damage. J Neurol Sci 326: 40-47

Leventhal AG, Wang Y, PuM, Zhou Y, Ma Y (2003). GABA and its agonists improved visual cortical function
in senescent monkeys. Science 300: 812-815

Liang CL, Sinton CM, Sonsalla PK, German DC (1996). Midbrain dopaminergic neurons in the mouse that
contain calbindin-D28k exhibit reduced vulnerability to MPTP-induced neurodegeneration. Neurodegeneration
5:313-318

Liang ZQ, Wang XX, Wang Y, Chuang DM, DiFiglia M, Chase TN, Qin ZH (2005). Susceptibility of striatal
neurons to excitotoxic injury correlates with basal levels of Bcl-2 and the induction of P53 and c-Myc
immunoreactivity. Neurobiol Dis 20: 562-573

123



183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.
195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

Ling LL, Hughes LF, Caspary DM (2005). Age-related loss of the GABA synthetic enzyme glutamic acid
decarboxylase in rat primary auditory cortex. Neuroscience 132: 1103-1113

Liu BH, Wu GK, Arbuckle R, Tao HW, Zhang LI (2007). Defining cortical frequency tuning with recurrent
excitatory circuitry. Nat Neurosci 10: 1594-1600

Ludewig K, Ludewig S, Seitz A, Obrist M, Geyer MA, Vollenweider FX (2003). The acoustic startle reflex and
its modulation: effects of age and gender in humans. Biol Psychol 63: 311-323

Maciag D, Hughes J, O'Dwyer G, Pride Y, Stockmeier CA, Sanacora G, Rajkowska G (2010). Reduced density
of calbindin immunoreactive GABAergic neurons in the occipital cortex in major depression: relevance

to neuroimaging studies. Biol Psychiatry 67: 465-470

Malmierca MS (2003). The structure and physiology of the rat auditory system: an overview. Int Rev Neurobiol
56: 147-211

Malmierca MS, Blackstad TW, Osen KK, Karagiille T, Molowny RL (1993). The central nucleus of the inferior
colliculus in rat: a Golgi and computer reconstruction study of neuronal and laminar structure. J Comp Neurol
333: 1-27

Malmierca MS, Merchan MA (2004). Auditory System. In The Rat Nervous System, Paxinos G (ed). San
Diego, California: Elsevier Academic Press

Malmierca MS, Merchan MA, Henkel CK, Oliver DL (2002). Direct projections from cochlear nuclear
complex to auditory thalamus in the rat. J Neurosci 22: 10891-10897

Markram H, Toledo-Rodriguez M, Wang Y, Gupta A, Silberberg G, Wu C (2004). Interneurons of the
neocortical inhibitory system. Nat Rev Neurosci 5: 793-807

Martin del Campo HN, Measor KR, Razak KA (2012). Parvalbumin immunoreactivity in the auditory cortex

of a mouse model of presbycusis. Hear Res 294: 31-39
Matsubara A, Laake JH, Davanger S, Usami S, Ottersen OP (1996). Organization of AMPA receptor subunits
at a glutamate synapse: a quantitative immunogold analysis of hair cell synapses in the rat organ of Corti.

J Neurosci 16: 4457-4467

Mattson MP (2007). Calcium and neurodegeneration. Aging Cell 6: 337-350

Mattson MP, Rychlik B, Chu C, Christakos S (1991). Evidence for calcium-reducing and excito-protective
roles for the calcium-binding protein calbindin-D28k in cultured hippocampal neurons. Neuron 6: 41-51
Mayhew TM, Gundersen HJ (1996). If you assume, you can make an ass out of u and me': a decade of the
disector for stereological counting of particles in 3D space. J Anat 188 (Pt 1): 1-15

McCaughran J, Bell J, Hitzemann R (1999). On the relationships of high-frequency hearing loss and cochlear
pathology to the acoustic startle response (ASR) and prepulse inhibition of the ASR in the BXD recombinant
inbred series. Behav Genet 29: 21-30

McFadden SL, Zulas AL, Morgan RE (2010). Age-dependent effects of modafinil on acoustic startle and
prepulse inhibition in rats. Behav Brain Res 208: 118-123

Meinecke DL, Peters A (1987). GABA immunoreactive neurons in rat visual cortex. J Comp Neurol 261:
388-404

Mendelson JR, Lui B (2004). The effects of aging in the medial geniculate nucleus: a comparison with the
inferior colliculus and auditory cortex. Hear Res 191: 21-33

Mendelson JR, Ricketts C (2001). Age-related temporal processing speed deterioration in auditory cortex. Hear
Res 158: 84-94

Merchan M, Aguilar LA, Lopez-Poveda EA, Malmierca MS (2005). The inferior colliculus of the rat:
quantitative immunocytochemical study of GABA and glycine. Neuroscience 136: 907-925

Merrill DA, Chiba AA, Tuszynski MH (2001). Conservation of neuronal number and size in the entorhinal
cortex of behaviorally characterized aged rats. J Comp Neurol 438: 445-456

Metherate R, Kaur S, Kawai H, Lazar R, Liang K, Rose HJ (2005). Spectral integration in auditory cortex:
mechanisms and modulation. Hear Res 206: 146-158

Meyer AC, Frank T, Khimich D, Hoch G, Riedel D, Chapochnikov NM, Yarin YM, Harke B, Hell SW, Egner
A, Moser T (2009). Tuning of synapse number, structure and function in the cochlea. Nat Neurosci 12: 444-453
Micheyl C, Morlet T, Giraud AL, Collet L, Morgon A (1995). Contralateral suppression of evoked otoacoustic
emissions and detection of a multi-tone complex in noise. Acta Otolaryngol 115: 178-182

Mikkonen M, Alafuzoff I, Tapiola T, Soininen H, Miettinen R (1999). Subfield- and layer-specific changes
in parvalbumin, calretinin and calbindin-D28K immunoreactivity in the entorhinal cortex in Alzheimer's
disease. Neuroscience 92: 515-532

124



208.

2009.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.
218.

219.
220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

Milbrandt JC, Albin RL, Caspary DM (1994). Age-related decrease in GABAB receptor binding in the Fischer
344 rat inferior colliculus. Neurobiol Aging 15: 699-703

Milbrandt JC, Caspary DM (1995). Age-related reduction of [3H]strychnine binding sites in the cochlear
nucleus of the Fischer 344 rat. Neuroscience 67: 713-719

Milbrandt JC, Hunter C, Caspary DM (1997). Alterations of GABAA receptor subunit mRNA levels in the
aging Fischer 344 rat inferior colliculus. J Comp Neurol 379: 455-465

Miller RJ (1995). Regulation of calcium homoeostasis in neurons: the role of calcium-binding proteins.
Biochem Soc Trans 23: 629-632

Mojumder DK, Wensel TG, Frishman LJ (2008). Subcellular compartmentalization of two calcium binding
proteins, calretinin and calbindin-28 kDa, in ganglion and amacrine cells of the rat retina. Mol Vis 14:
1600-1613

Moore DR, Irvine DR (1980). Development of binaural input, response patterns, and discharge rate in single
units of the cat inferior colliculus. Exp Brain Res 38: 103-108

Moreno H, Burghardt NS, Vela-Duarte D, Masciotti J, Hua F, Fenton AA, Schwaller B, Small SA (2012).

The absence of the calcium-buffering protein calbindin is associated with faster age-related decline

in hippocampal metabolism. Hippocampus 22: 1107-1120

Mouatt-Prigent A, Agid Y, Hirsch EC (1994). Does the calcium binding protein calretinin protect dopaminergic
neurons against degeneration in Parkinson's disease? Brain Res 668: 62-70

Moyer JR, Furtak SC, McGann JP, Brown TH (2011). Aging-related changes in calcium-binding proteins in rat
perirhinal cortex. Neurobiol Aging 32: 1693-1706

Magller A, R. (2000). Hearing: Its Physiology and Pathophysiology. Academy Press, p. 515.

Miiller A, Kukley M, Stausberg P, Beck H, Miiller W, Dietrich D (2005). Endogenous Ca2+ buffer
concentration and Ca2+ microdomains in hippocampal neurons. J Neurosci 25: 558-565

Nadol JB (1988). Comparative anatomy of the cochlea and auditory nerve in mammals. Hear Res 34: 253-266
Nayagam BA, Muniak MA, Ryugo DK (2011). The spiral ganglion: connecting the peripheral and central
auditory systems. Hear Res 278: 2-20

Neimark MA, Andermann ML, Hopfield JJ, Moore CI (2003). Vibrissa resonance as a transduction mechanism
for tactile encoding. Journal of Neuroscience 23: 6499-6509

Nelken I (2004). Processing of complex stimuli and natural scenes in the auditory cortex. Curr Opin Neurobiol
14: 474-480

Ng MC, lacopino AM, Quintero EM, Marches F, Sonsalla PK, Liang CL, Speciale SG, German DC (1996).

The neurotoxin MPTP increases calbindin-D28k levels in mouse midbrain dopaminergic neurons. Brain Res
Mol Brain Res 36: 329-336

Norefia AJ, Gourévitch B, Gourevich B, Aizawa N, Eggermont JJ (2006). Spectrally enhanced acoustic
environment disrupts frequency representation in cat auditory cortex. Nat Neurosci 9: 932-939

Nwabueze-Ogbo FC, Popelar J, Syka J (2002). Changes in the acoustically evoked activity in the inferior
colliculus of the rat after functional ablation of the auditory cortex. Physiol Res 51 Suppl 1: S95-S104

Ogita ZI, Markert CL (1979). A miniaturized system for electrophoresis on polyacrylamide gels. Anal Biochem
99: 233-241

Oliver DL, Winer JA, Beckius GE, Saint Marie RL (1994). Morphology of GABAergic neurons in the inferior
colliculus of the cat. J Comp Neurol 340: 27-42

Ouagazzal AM, Reiss D, Romand R (2006). Effects of age-related hearing loss on startle reflex and prepulse
inhibition in mice on pure and mixed C57BL and 129 genetic background. Behav Brain Res 172: 307-315

Ouda L, Druga R, Syka J (2008). Changes in parvalbumin immunoreactivity with aging in the central auditory
system of the rat. Exp Gerontol 43: 782-789

Ouda L, Nwabueze-Ogbo FC, Druga R, Syka J (2003). NADPH-diaphorase-positive neurons in the auditory
cortex of young and old rats. Neuroreport 14: 363-366

Ouda L, Syka J (2012). Immunocytochemical profiles of inferior colliculus neurons in the rat and their changes
with aging. Front Neural Circuits 6: 68

Palombi PS, Caspary DM (1996a). GABA inputs control discharge rate primarily within frequency receptive
fields of inferior colliculus neurons. J Neurophysiol 75: 2211-2219

Palombi PS, Caspary DM (1996b). Physiology of the aged Fischer 344 rat inferior colliculus: responses

to contralateral monaural stimuli. J Neurophysiol 76: 3114-3125
Palombi PS, Caspary DM (1996¢). Physiology of the young adult Fischer 344 rat inferior colliculus: responses
to contralateral monaural stimuli. Hear Res 100: 41-58

125



235.

236.

237.

238.

239.
240.

241.

242.

243.

244.

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

Palop 1J, Jones B, Kekonius L, Chin J, Yu GQ, Raber J, Masliah E, Mucke L (2003). Neuronal depletion

of calcium-dependent proteins in the dentate gyrus is tightly linked to Alzheimer's disease-related cognitive
deficits. Proc Natl Acad Sci U S A 100: 9572-9577

Palop JJ, Mucke L, Roberson ED (2011). Quantifying biomarkers of cognitive dysfunction and neuronal
network hyperexcitability in mouse models of Alzheimer's disease: depletion of calcium-dependent proteins
and inhibitory hippocampal remodeling. Methods Mol Biol 670: 245-262

Parham K (1997). Distortion product otoacoustic emissions in the C57BL/6J mouse model of age-related
hearing loss. Hear Res 112: 216-234

Parham K, Willott JF (1988). Acoustic startle response in young and aging C57BL/6J and CBA/J mice. Behav
Neurosci 102: 881-886

Paxinos G, Watson C (1998). The rat brain in stereotaxic coordinates, 4th edn. San Diego; London: Academic.
Paylor R, Crawley JN (1997). Inbred strain differences in prepulse inhibition of the mouse startle response.
Psychopharmacology (Berl) 132: 169-180

Payne KB, Langbauer WR, Thomas EM (1986). Infrasonic calls of the asian elephant (Elephas-maximus).
Behavioral Ecology and Sociobiology 18: 297-301

Peruzzi D, Bartlett E, Smith PH, Oliver DL (1997). A monosynaptic GABAergic input from the inferior
colliculus to the medial geniculate body in rat. J Neurosci 17: 3766-3777

Petrovicky P (2002). Anatomie s topografii a klinickymi aplikacemi. Ill. svazek. Neuroanatomie, smyslova
ustroji a kiize, Martin, SK: Vydavatelstvo Osveta.

Pierson M, Snyder-Keller A (1994). Development of frequency-selective domains in inferior colliculus
of normal and neonatally noise-exposed rats. Brain Res 636: 55-67

Pierson MG, Swann J (1991). Ontogenetic features of audiogenic seizure susceptibility induced in immature
rats by noise. Epilepsia 32: 1-9

Pilz PK, Schnitzler HU, Menne D (1987). Acoustic startle threshold of the albino rat (Rattus norvegicus).
J Comp Psychol 101: 67-72

Poe BH, Linville C, Brunso-Bechtold J (2001). Age-related decline of presumptive inhibitory synapses in the
sensorimotor cortex as revealed by the physical disector. J Comp Neurol 439: 65-72

Pollak GD, Burger RM, Park TJ, Klug A, Bauer EE (2002). Roles of inhibition for transforming binaural
properties in the brainstem auditory system. Hear Res 168: 60-78

Poon PW, Chen X (1992). Postnatal exposure to tones alters the tuning characteristics of inferior collicular
neurons in the rat. Brain Res 585: 391-394

Popelar J, Grecova J, Rybalko N, Syka J (2008). Comparison of noise-induced changes of auditory brainstem
and middle latency response amplitudes in rats. Hear Res 245: §2-91

Popelar J, Groh D, Mazelova J, Syka J (2003). Cochlear function in young and adult Fischer 344 rats. Hear Res
186: 75-84

Popelar J, Groh D, Pelanova J, Canlon B, Syka J (2006). Age-related changes in cochlear and brainstem
auditory functions in Fischer 344 rats. Neurobiol Aging 27: 490-500

Popelar J, Mazelova J, Syka J (2002). Effects of electrical stimulation of the inferior colliculus on 2f1-f2
distortion product otoacoustic emissions in anesthetized guinea pigs. Hear Res 170: 116-126

Popelar J, Erre JP, Aran JM, Cazals Y (1994). Plastic changes in ipsi-contralateral differences of auditory
cortex and inferior colliculus evoked potentials after injury to one ear in the adult guinea pig. Hear Res 72:
125-134

Popelar J, Nwabueze-Ogbo FC, Syka J (2003). Changes in neuronal activity of the inferior colliculus in rat after
temporal inactivation of the auditory cortex. Physiol Res 52: 615-628

Popelar J, Syka J (1982). Response properties of neurons in the inferior colliculus of the guinea-pig. Acta
Neurobiol Exp (Wars) 42: 299-310

Popelat J, Groh D, Syka J (2005). Age-related changes in cochlear function in young and adult Fischer 344 rats.
In Plasticity and signal representation in the auditory system, Syka J, Merzenich M (eds), 20, pp 227-232.
Springer US

Popelat J, Rybalko N, Burianova J, Schwaller B, Syka J (2013). The effect of parvalbumin deficiency on the
acoustic startle response and prepulse inhibition in mice. Neurosci Lett 553: 216-220

Potier B, Jouvenceau A, Epelbaum J, Dutar P (2006). Age-related alterations of GABAergic input to CAl
pyramidal neurons and its control by nicotinic acetylcholine receptors in rat hippocampus. Neuroscience 142:
187-201

126



260.

261.

262.

263.

264.

265.
266.

267.

268.

2609.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.

285.

286.

Prieto JJ, Peterson BA, Winer JA (1994). Morphology and spatial distribution of GABAergic neurons in cat
primary auditory cortex (Al). J Comp Neurol 344: 349-382

Profant O, Balogova Z, Dezortovda M, Wagnerova D, Héjek M, Syka J (2013a). Metabolic changes in the
auditory cortex in presbycusis demonstrated by MR spectroscopy. Exp Gerontol 48: 795-800

Profant O, Burianova J, Syka J (2013b). The response properties of neurons in different fields of the auditory
cortex in the rat. Hear Res 296: 51-59

Profant O, Skoch A, Balogova Z, Tintéra J, Hlinka J, Syka J (2014). Diffusion tensor imaging and MR
morphometry of the central auditory pathway and auditory cortex in aging. Neuroscience 260: 87-97

Pujol R, Puel JL (1999). Excitotoxicity, synaptic repair, and functional recovery in the mammalian cochlea:
a review of recent findings. Ann N Y Acad Sci 884: 249-254

Purves D (2004). Neuroscience: Sinauer Associates Incorporated.

Rasmussen GL (1946). The olivary peduncle and other fiber projections of the superior olivary complex.

The Journal of Comparative Neurology 84: 141-219

Raza A, Milbrandt JC, Arneric SP, Caspary DM (1994). Age-related changes in brainstem auditory
neurotransmitters: measures of GABA and acetylcholine function. Hear Res 77: 221-230

Reynolds GP, Abdul-Monim Z, Neill JC, Zhang ZJ (2004). Calcium binding protein markers of GABA deficits
in schizophrenia--postmortem studies and animal models. Neurotox Res 6: 57-61

Richardson BD, Ling LL, Uteshev VV, Caspary DM (2013). Reduced GABA(A) receptor-mediated tonic
inhibition in aged rat auditory thalamus. J Neurosci 33: 1218-1227a

Richman LC, Eliason MJ, Lindgren SD (1988). Reading disability in children with clefts. Cleft Palate J 25:
21-25

Robertson D (1983). Functional significance of dendritic swelling after loud sounds in the guinea pig cochlea.
Hear Res 9: 263-278

Roger M, Arnault P (1989). Anatomical study of the connections of the primary auditory area in the rat. J Comp
Neurol 287: 339-356

Rogers JH (1987). Calretinin: a gene for a novel calcium-binding protein expressed principally in neurons.
J Cell Biol 105: 1343-1353

Romand R, Avan P (1997). Anatomical and Functional Aspects of the Cochlear Nucleus. In The Central
Auditory System, Ehret G, Romand R (eds). New York: Oxford University Press

Romanski LM, LeDoux JE (1993). Information cascade from primary auditory cortex to the amygdala:
corticocortical and corticoamygdaloid projections of temporal cortex in the rat. Cereb Cortex 3: 515-532
Rossiter SJ, Zhang S, Liu Y (2011). Prestin and high frequency hearing in mammals. Commun Integr Biol 4:
236-239

Roth B, Bruns V (1992). Postnatal development of the rat organ of Corti. II. Hair cell receptors and their
supporting elements. Anat Embryol (Berl) 185: 571-581

Roux S, Hubert I, Lenegre A, Milinkevitch D, Porsolt RD (1994). Effects of piracetam on indices of cognitive
function in a delayed alternation task in young and aged rats. Pharmacol Biochem Behav 49: 683-688
Rubenstein JL, Merzenich MM (2003). Model of autism: increased ratio of excitation/inhibition in key neural
systems. Genes Brain Behav 2: 255-267

Rybalko N, Bures Z, Burianova J, Popelat J, Grécova J, Syka J (2011). Noise exposure during early
development influences the acoustic startle reflex in adult rats. Physiol Behav 102: 453-458

Rybalko N, Suta D, Nwabueze-Ogbo F, Syka J (2006). Effect of auditory cortex lesions on the discrimination
of frequency-modulated tones in rats. Eur J Neurosci 23: 1614-1622

Rybalko N, Suta D, Popelar J, Syka J (2010). Inactivation of the left auditory cortex impairs temporal
discrimination in the rat. Behav Brain Res 209: 123-130

Rybalko N, Syka J (2001). Susceptibility to noise exposure during postnatal development in rats. Hear Res 155:
32-40

Ryugo DK, Killackey HP (1974). Differential telencephalic projections of the medial and ventral divisions
of the medial geniculate body of the rat. Brain Res 82: 173-177

Ryugo DK, Parks TN (2003). Primary innervation of the avian and mammalian cochlear nucleus. Brain Res
Bull 60: 435-456

Sakai T, Oshima A, Nozaki Y, Ida I, Haga C, Akiyama H, Nakazato Y, Mikuni M (2008). Changes in density
of calcium-binding-protein-immunoreactive GABAergic neurons in prefrontal cortex in schizophrenia and
bipolar disorder. Neuropathology 28: 143-150

127



287.

288.

2809.

290.

291.

292.

293.

294.

295.
296.

297.

298.

299.

300.

301.

302.

303.

304.

305.
306.

307.

308.

309.
310.

311.

312.

313.
314.

Salvi RJ, Wang J, Ding D (2000). Auditory plasticity and hyperactivity following cochlear damage. Hear Res
147: 261-274

Sanes DH, Constantine-Paton M (1985). The sharpening of frequency tuning curves requires patterned activity
during development in the mouse, Mus musculus. J Neurosci 5: 1152-1166

Sapolsky RM, Krey LC, McEwen BS (1983). Corticosterone receptors decline in a site-specific manner in the
aged rat brain. Brain Res 289: 235-240

Sass B, Rabstein LS, Madison R, Nims RM, Peters RL, Kelloff GJ (1975). Incidence of spontaneous neoplasms
in F344 rats throughout the natural life-span. J Nat!/ Cancer Inst 54: 1449-1456

Saunders JC, Chen CS (1982). Sensitive periods of susceptibility to auditory trauma in mammals. Environ
Health Perspect 44: 63-66

Scharfman HE, Schwartzkroin PA (1989). Protection of dentate hilar cells from prolonged stimulation

by intracellular calcium chelation. Science 246: 257-260

Schmolesky MT, Wang Y, Pu M, Leventhal AG (2000). Degradation of stimulus selectivity of visual cortical
cells in senescent rhesus monkeys. Nat Neurosci 3: 384-390

Schreiner CE, Read HL, Sutter ML (2000). Modular organization of frequency integration in primary auditory
cortex. Annu Rev Neurosci 23: 501-529

Schuknecht HF, Gacek MR (1993). Cochlear pathology in presbycusis. Ann Otol Rhinol Laryngol 102: 1-16
Shaw EAG (1974). Transformation of sound pressure level from free field to eardrum in horizontal plane.
Journal of the Acoustical Society of America 56: 1848-1861

Sheets LP, Dean KF, Reiter LW (1988). Ontogeny of the acoustic startle response and sensitization

to background noise in the rat. Behav Neurosci 102: 706-713

Sheikh SN, Martin SB, Martin DL (1999). Regional distribution and relative amounts of glutamate
decarboxylase isoforms in rat and mouse brain. Neurochem Int 35: 73-80

Shetty AK, Turner DA (1998). Hippocampal interneurons expressing glutamic acid decarboxylase and calcium-
binding proteins decrease with aging in Fischer 344 rats. J Comp Neurol 394: 252-269

Shi CJ, Cassell MD (1997). Cortical, thalamic, and amygdaloid projections of rat temporal cortex. J Comp
Neurol 382: 153-175

Shi L, Argenta AE, Winseck AK, Brunso-Bechtold JK (2004). Stereological quantification
of GAD-67-immunoreactive neurons and boutons in the hippocampus of middle-aged and old Fischer 344 x
Brown Norway rats. J Comp Neurol 478: 282-291

Shi L, Pang H, Linville MC, Bartley AN, Argenta AE, Brunso-Bechtold JK (2006). Maintenance of inhibitory
interneurons and boutons in sensorimotor cortex between middle and old age in Fischer 344 X Brown Norway
rats. J Chem Neuroanat 32: 46-53

Shim HJ, Lee LH, Huh Y, Lee SY, Yeo SG (2012). Age-related changes in the expression of NMDA,
serotonin, and GAD in the central auditory system of the rat. Acta Otolaryngol 132: 44-50

Sibille E, Morris HM, Kota RS, Lewis DA (2011). GABA-related transcripts in the dorsolateral prefrontal
cortex in mood disorders. Int J Neuropsychopharmacol 14: 721-734

Sigmund L, Hanak V, Pravda O (1994). Zoologie strunatcii, Praha: Karolinum.

Sinex DG, Loépez DE, Warr WB (2001). Electrophysiological responses of cochlear root neurons. Hear Res
158: 28-38

Smith PH (1992). Anatomy and physiology of multipolar cells in the rat inferior collicular cortex using the

in vitro brain slice technique. J Neurosci 12: 3700-3715

Smith PH, Uhlrich DJ, Manning KA, Banks MI (2012). Thalamocortical projections to rat auditory cortex from
the ventral and dorsal divisions of the medial geniculate nucleus. J Comp Neurol 520: 34-51

Snell KB (1997). Age-related changes in temporal gap detection. J Acoust Soc Am 101: 2214-2220
Soghomonian JJ, Martin DL (1998). Two isoforms of glutamate decarboxylase: why? Trends Pharmacol Sci
19: 500-505

Sohal VS, Zhang F, Yizhar O, Deisseroth K (2009). Parvalbumin neurons and gamma rhythms enhance cortical
circuit performance. Nature 459: 698-702

Soontornniyomkij V, Risbrough VB, Young JW, Soontornniyomkij B, Jeste DV, Achim CL (2012).
Hippocampal calbindin-1 immunoreactivity correlate of recognition memory performance in aged mice.
Neurosci Lett 516: 161-165

Spoendlin H (1969). Innervation patterns in the organ of corti of the cat. Acta Otolaryngol 67: 239-254
Spoendlin H (1972). Innervation densities of the cochlea. Acta Otolaryngol 73: 235-248

128



315.

316.

317.

318.

319.

320.

321.

322.

323.

324.

325.
326.

327.

328.

329.

330.

331.

332.
333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

340.

Spongr VP, Flood DG, Frisina RD, Salvi RJ (1997). Quantitative measures of hair cell loss in CBA and
C57BL/6 mice throughout their life spans. J Acoust Soc Am 101: 3546-3553

Spreafico R, Hayes NL, Rustioni A (1981). Thalamic projections to the primary and secondary somatosensory
cortices in cat: single and double retrograde tracer studies. J Comp Neurol 203: 67-90

Stanley DP, Shetty AK (2004). Aging in the rat hippocampus is associated with widespread reductions in the
number of glutamate decarboxylase-67 positive interneurons but not interneuron degeneration. J Neurochem
89: 204-216

Steinert JR, Kopp-Scheinpflug C, Baker C, Challiss RA, Mistry R, Haustein MD, Griffin SJ, Tong H, Graham
BP, Forsythe ID (2008). Nitric oxide is a volume transmitter regulating postsynaptic excitability

at a glutamatergic synapse. Neuron 60: 642-656
Sun Y, Farzan F, Barr MS, Kirihara K, Fitzgerald PB, Light GA, Daskalakis ZJ (2011). y oscillations

in schizophrenia: mechanisms and clinical significance. Brain Res 1413: 98-114
Suta D, Popelat J, Burianova J, Syka J (2013). Cortical representation of species-specific vocalizations

in guinea pig. PLoS One 8: ¢65432

Suta D, Rybalko N, Pelanova J, Popelar J, Syka J (2011). Age-related changes in auditory temporal processing
in the rat. Exp Gerontol 46: 739-746

Swerdlow NR, Geyer MA, Braff DL (2001). Neural circuit regulation of prepulse inhibition of startle in the rat:
current knowledge and future challenges. Psychopharmacology (Berl) 156: 194-215

Swerdlow NR, Shoemaker JM, Crain S, Goins J, Onozuka K, Auerbach PP (2004). Sensitivity to drug effects
on prepulse inhibition in inbred and outbred rat strains. Pharmacol Biochem Behav 77: 291-302

Syka J (2002). Plastic changes in the central auditory system after hearing loss, restoration of function, and
during learning. Physiol Rev 82: 601-636

Syka J (2010). The Fischer 344 rat as a model of presbycusis. Hear Res 264: 70-78

Syka J, Popelar J (1984). Inferior colliculus in the rat: neuronal responses to stimulation of the auditory cortex.
Neurosci Lett 51: 235-240

Syka J, Popelar J, Kvasnak E, Astl J (2000). Response properties of neurons in the central nucleus and external
and dorsal cortices of the inferior colliculus in guinea pig. Exp Brain Res 133: 254-266

Syka J, Radil-Weiss T (1971). The role of tectum in oculomotor mechanisms in cat. Act Nerv Super (Praha)
13: 109-110

Syka J, Radionova EA, Popelar J (1981a). Discharge characteristics of neuronal pairs in the rabbit inferior
colliculus. Exp Brain Res 44: 11-18

Syka J, Robertson D, Johnstone BM (1988). Efferent descending projections from the inferior colliculus
in guinea pig. In Auditory Pathway, Syka J, Masterton RB (eds), 42, pp 299-303. Springer US

Syka J, Straschill M (1970). Activation of superior colliculus neurons and motor responses after electrical
stimulation of the inferior colliculus. Exp Neurol 28: 384-392

Syka J, Voldfich L, Vrabec F (1981b). Fyziologie a patofyziologie zraku a sluchu, 1 edn. Praha: Avicenum.
Tadros SF, D'Souza M, Zettel ML, Zhu X, Lynch-Erhardt M, Frisina RD (2007a). Serotonin 2B receptor:
upregulated with age and hearing loss in mouse auditory system. Neurobiol Aging 28: 1112-1123

Tadros SF, D'Souza M, Zettel ML, Zhu X, Waxmonsky NC, Frisina RD (2007b). Glutamate-related gene
expression changes with age in the mouse auditory midbrain. Brain Res 1127: 1-9

Takahashi K, Nagai T, Kamei H, Maeda K, Matsuya T, Arai S, Mizoguchi H, Yoneda Y, Nabeshima T,
Takuma K, Yamada K (2007). Neural circuits containing pallidotegmental GABAergic neurons are involved
in the prepulse inhibition of the startle reflex in mice. Biol Psychiatry 62: 148-157

Tian N, Petersen C, Kash S, Baekkeskov S, Copenhagen D, Nicoll R (1999). The role of the synthetic enzyme
GADG6S5 in the control of neuronal gamma-aminobutyric acid release. Proc Natl Acad Sci U S A 96:
12911-12916

Tooney PA, Chahl LA (2004). Neurons expressing calcium-binding proteins in the prefrontal cortex
in schizophrenia. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 28: 273-278

Towbin H, Stachelin T, Gordon J (1979). Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide gels
to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proc Natl Acad Sci U S A 76: 4350-4354

Trussell LO (1997). Cellular mechanisms for preservation of timing in central auditory pathways. Curr Opin
Neurobiol T: 487-492

Turecek R, Trussell LO (2002). Reciprocal developmental regulation of presynaptic ionotropic receptors. Proc
Natl Acad Sci U S 4 99: 13884-13889

129



341.

342.

343.

344.

345.

346.

347.

348.

349.

350.
351.

352.

353.

354.

355.

356.

357.

358.

359.

360.

361.

362.

363.

364.

365.

Turner JG, Hughes LF, Caspary DM (2005a). Affects of aging on receptive fields in rat primary auditory cortex
layer V neurons. J Neurophysiol 94: 2738-2747

Turner JG, Hughes LF, Caspary DM (2005b). Divergent response properties of layer-V neurons in rat primary
auditory cortex. Hear Res 202: 129-140

van Brederode JF, Helliesen MK, Hendrickson AE (1991). Distribution of the calcium-binding proteins
parvalbumin and calbindin-D28k in the sensorimotor cortex of the rat. Neuroscience 44: 157-171

van den Buuse M, Simpson ER, Jones ME (2003). Prepulse inhibition of acoustic startle in aromatase knock-
out mice: effects of age and gender. Genes Brain Behav 2: 93-102

Varty GB, Hauger RL, Geyer MA (1998). Aging effects on the startle response and startle plasticity in Fischer
F344 rats. Neurobiol Aging 19: 243-251

Varty GB, Higgins GA (1994). Differences between three rat strains in sensitivity to prepulse inhibition of

an acoustic startle response: influence of apomorphine and phencyclidine pretreatment. J Psychopharmacol 8:
148-156

Vaughan DW (1977). Age-related deterioration of pyramidal cell basal dendrites in rat auditory cortex. J Comp
Neurol 171: 501-515

Vaughan DW, Vincent JM (1979). Ultrastructure of neurons in the auditory cortex of ageing rats:

a morphometric study. J Neurocytol 8: 215-228

Vela J, Gutierrez A, Vitorica J, Ruano D (2003). Rat hippocampal GABAergic molecular markers are
differentially affected by ageing. J Neurochem 85: 368-377

Verkhratsky A, Toescu EC (1998). Calcium and neuronal ageing. Trends Neurosci 21: 2-7

Walton JP, Frisina RD, O'Neill WE (1998). Age-related alteration in processing of temporal sound features

in the auditory midbrain of the CBA mouse. J Neurosci 18: 2764-2776
Walton JP, Simon H, Frisina RD (2002). Age-related alterations in the neural coding of envelope periodicities.

J Neurophysiol 88: 565-578
Wang AY, Lohmann KM, Yang CK, Zimmerman EI, Pantazopoulos H, Herring N, Berretta S, Heckers S,
Konradi C (2011). Bipolar disorder type 1 and schizophrenia are accompanied by decreased density

of parvalbumin- and somatostatin-positive interneurons in the parahippocampal region. Acta Neuropathol 122:
615-626

Webb AA, Gowribai K, Muir GD (2003). Fischer (F-344). rats have different morphology, sensorimotor and
locomotor abilities compared to Lewis, Long-Evans, Sprague-Dawley and Wistar rats. Behav Brain Res 144:
143-156

Weedman DL, Ryugo DK (1996). Pyramidal cells in primary auditory cortex project to cochlear nucleus in rat.
Brain Res 706: 97-102

West MJ, Slomianka L, Gundersen HJ (1991). Unbiased stereological estimation of the total number of neurons
in thesubdivisions of the rat hippocampus using the optical fractionator. Anat Rec 231: 482-497

Westerink RH, Beekwilder JP, Wadman WIJ (2012). Differential alterations of synaptic plasticity in dentate
gyrus and CA1 hippocampal area of Calbindin-D28K knockout mice. Brain Res 1450: 1-10

Willott JF, Parham K, Hunter KP (1988). Response properties of inferior colliculus neurons in young and very
old CBA/J mice. Hear Res 37: 1-14

Winer JA, Kelly JB, Larue DT (1999). Neural architecture of the rat medial geniculate body. Hear Res 130:
19-41

Winer JA, Larue DT (1988). Anatomy of glutamic acid decarboxylase immunoreactive neurons and axons in
the rat medial geniculate body. J Comp Neurol 278: 47-68

Winer JA, Saint Marie RL, Larue DT, Oliver DL (1996). GABAergic feedforward projections from the inferior
colliculus to the medial geniculate body. Proc Natl Acad Sci U S 4 93: 8005-8010

Woo NH, Lu B (2006). Regulation of cortical interneurons by neurotrophins: from development to cognitive
disorders. Neuroscientist 12: 43-56

Woodruff-Pak DS (1997). The Neuropsychology of Aging: Wiley

Wu HC, Lecain E, Chiappini I, Yang TH, Tran Ba Huy P (2003). Influence of auditory deprivation upon the
tonopic organization in the inferior colliculus: a Fos immunocytochemical study in the rat. Eur J Neurosci 17:
2540-2552

Xu J, Yu L, Cai R, Zhang J, Sun X (2010a). Early continuous white noise exposure alters auditory spatial
sensitivity and expression of GAD65 and GABAA receptor subunits in rat auditory cortex. Cereb Cortex 20:
804-812

130



366.

367.

368.

369.

370.

371.

372.

373.

374.

375.

376.
377.

Xu J, Yu L, Zhang J, Cai R, Sun X (2010b). Early continuous white noise exposure alters
l-alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid receptor subunit glutamate receptor 2 and
gamma-aminobutyric acid type a receptor subunit beta3 protein expression in rat auditory cortex. J Neurosci
Res 88: 614-619

Yau JL, Olsson T, Morris RG, Meaney MJ, Seckl JR (1995). Glucocorticoids, hippocampal corticosteroid
receptor gene expression and antidepressant treatment: relationship with spatial learning in young and aged rats.
Neuroscience 66: 571-581

Yeomans JS, Bosch D, Alves N, Daros A, Ure RJ, Schmid S (2010). GABA receptors and prepulse inhibition
of acoustic startle in mice and rats. Eur J Neurosci 31: 2053-2061

Yeomans JS, Frankland PW (1995). The acoustic startle reflex: neurons and connections. Brain Res Brain Res
Rev 21:301-314

Young JS, Fechter LD (1983). Reflex inhibition procedures for animal audiometry: a technique for assessing
ototoxicity. J Acoust Soc Am 73: 1686-1693

Zettel ML, Frisina RD, Haider SE, O'Neill WE (1997). Age-related changes in calbindin D-28k and calretinin
immunoreactivity in the inferior colliculus of CBA/CalJ and C57B1/6 mice. J Comp Neurol 386: 92-110

Zhang H, Cai R, Zhang J, Pan Y, Sun X (2009). Environmental enrichment enhances directional selectivity
of primary auditory cortical neurons in rats. Neurosci Lett 463: 162-165

Zhang LI, Bao S, Merzenich MM (2001). Persistent and specific influences of early acoustic environments
on primary auditory cortex. Nat Neurosci 4: 1123-1130

Zhang LI, Bao S, Merzenich MM (2002). Disruption of primary auditory cortex by synchronous auditory inputs
during a critical period. Proc Natl Acad Sci U S A 99: 2309-2314

Zhang Y, Zhao Y, Zhu X, Sun X, Zhou X (2013). Refining cortical representation of sound azimuths
by auditory discrimination training. J Neurosci 33: 9693-9698

Zilles K (1985). The cortex of the rat: a stereotaxic atlas, Berlin; New York: Springer-Verlag.

Zilles K, Zilles B, Schleicher A (1980). A quantitative approach to cytoarchitectonics. VI. The areal pattern
of the cortex of the albino rat. Anat Embryol (Berl) 159: 335-360

131



9. SEZNAM VLASTNICH PUBLIKACI

Publikace v impaktovanych casopisech, které jsou podkladem dizerta¢ni prace a prispévky
jednotlivych spoluautorii:

1. Burianova J, Ouda L, Profant O, Syka J: Age-related changes in GAD levels in the central
auditory system of the rat. Exp Gerontol, 2009; 44(3): 161-9.
(IF 3,91)

Piispévky v experimentalni ¢asti:

Odbér vzorkl pro western blot: Profant O, Ouda L
Western blot: Burianova J

Vyhodnoceni western blotu: Burianova J

Perfuze: Ouda L

Vyhodnoceni imunohistochemickych preparatii: Ouda L
Statisticka analyza dat: Burianova J, Ouda L

Prispévky v teoretické Casti:
Vedeni pokusii a supervize manuskriptu: Syka J

2. Ouda L, Burianova J, Syka J: Age-related changes in calbindin and calretinin
immunoreactivity in the central auditory system of the rat. Exp Gerontol, 2012; 47 (7):
497-506.

(IF 3,91)

Prispévky v experimentalni ¢asti:

Odbér vzorki pro western blot: Ouda L

Western blot: Burianova J

Vyhodnoceni western blotu: Burianova J

Perfuze: Ouda L

Vyhodnoceni imunohistochemickych preparati: Ouda L
Statistickd analyza dat: Burianova J, Ouda L

Prispévky v teoretické ¢asti:
Vedeni pokusu a supervize manuskriptu: Syka J

132



3. Rybalko N, Bures Z, Burianova J, Popelar J, Poon PWF, Syka J: Age-related changes in the
acoustic startle reflex in Fischer 344 and Long Evans rats. Exp. Gerontol, 2012; 47(12):
966-973.

(IF 3,91)

Prispévky v experimentalni ¢asti:

Elektrofyziologicky zaznam ABR: Burianova J, Rybalko N, Poon PWF
Behavioralni testovani ASR a PPI: Burianova J

Vyhodnocovani dat: Burianova J, Rybalko N

Statistickd analyza dat: Bures Z, Burianova J

Priispévky v teoretické ¢asti:
Vedeni pokusu a supervize manuskriptu: Popelar J, Syka J

4. Rybalko N, Bures Z, Burianova J, Popelar J, Grecova J, Syka J: Noise exposure during early
development influences the acoustic startle reflex in adult rats. Physiol Behav, 2011; 102(5):
453-8.

(IF 3,16)

Prispévky v experimentalni ¢asti:
Elektrofyziologicky zaznam ABR: Grecova J, Popelar J
Behavioralni testovani ASR a PPI: Burianova J
Vyhodnocovani dat: Burianova J, Rybalko N
Statistickd analyza dat: Bures Z, Burianova J

Priispévky v teoretické ¢asti:
Vedeni pokusu a supervize manuskriptu: Syka J

Ostatni publikace:

1. Profant O, Burianova J, Syka J: The response properties of neurons in different fields of the
auditory cortex in the rat. Hear Res, 2013; 296:51-9.

(IF 2,54)

2. Suta D, Popelar J, Burianova J, Syka J.: Cortical representation of species-specific
vocalizations in guinea pig. PLoS One, 2013; 8(6):e65432.
(IF 3,73)

3. Popelar J, Rybalko N, Burianova J, Schwaller B and Syka J: The effect of parvalbumin
deficiency on the acoustic startle response and prepulse inhibition in mice. Neuroscience
Letters, 2013;553: 216-220.

(IF 2,03)

4. Klevstig MJ, Markova I, Burianova J, Kazdova L, Pravenec M, Novakova O, Novak F.:
Role of FAT/CD36 in novel PKC isoform activation in heart of spontaneously hypertensive
rats. Mol Cell Biochem, 2011; 357(1-2): 163-9.

(IF 2,33)

133


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304394013007751
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304394013007751
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304394013007751
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304394013007751
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03043940
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03043940

Univerzita Karlova v Praze, 1. 1ékarska fakulta
Katerinska 32, Praha 2

ProhlaSeni zajemce o nahlédnuti
do zavérecné prace absolventa studijniho programu
uskutecnovaného na 1. 1ékarské fakulté Univerzity Karlovy v Praze

Jsem si védom/a, Ze zavéreCna prace je autorskym dilem a Ze informace ziskané
nahlédnutim do zpfistupnéné zaveérecné prace nemohou byt pouzity k vydélecnym uceltim, ani
nemohou byt vydavéany za studijni, védeckou nebo jinou tviirci ¢innost jiné osoby nez autora.

Byl/a jsem seznamen/a se skuteCnosti, Ze si mohu pofizovat vypisy, opisy nebo kopie
zaverecné prace, jsem vSak povinen/a s nimi nakladat jako s autorskym dilem a zachovavat
pravidla uvedena v predchozim odstaveci.

Cislo dokladu

Signatura
Ptijmeni, jméno totoZnosti vypijcitele
zavéreéné Datum Podpis
(hulkovym pismem) (nap¥. OP, cestovni
prace

pas)




	1. ÚVOD
	1.1. Fyziologie a anatomie sluchového systému
	1.1.1. Periferní část sluchového systému
	1.1.2. Centrální část sluchového systému
	1.1.2.1. Aferentní dráhy
	1.1.2.2. Eferentní dráhy


	1.2. Neuropřenašeče v centrální části sluchového systému
	1.2.1. Hlavní excitační neuropřenašeče
	1.2.2. Hlavní inhibiční neuropřenašeče
	1.2.3. Ostatní neuropřenašeče a modulátory

	1.3. Vápník vážící proteiny
	1.4.  Metodiky hodnocení funkce sluchového systému
	1.4.1.  Elektrofyziologické měření sluchového prahu (ABR)
	1.4.2.  Behaviorální testování

	1.5.  Změny sluchové funkce během vývoje a stárnutí
	1.5.1.  Vývoj sluchového systému a jeho kritická perioda
	1.5.2.  Stárnutí a ztráta sluchu
	1.5.3.  Vliv stárnutí na fyziologii a buněčnou biologii colliculus inferior
	1.5.4.  Vliv stárnutí na fyziologii a buněčnou biologii corpus geniculatum mediale
	1.5.5.  Vliv stárnutí na fyziologii a buněčnou biologii sluchové kůry
	1.5.6.  Vliv stárnutí na behaviorální reakce vyvolané sluchovými podněty


	2.  CÍLE PRÁCE A HYPOTÉZY
	3.  MATERIÁL A METODY
	3.1.  Pokusná zvířata
	3.2. Hodnocení hladin proteinů a imunoreaktivity GAD65 a 67 v colliculus inferior, sluchové a zrakové kůře u mladých a starých potkanů dvou kmenů
	3.2.1.  Pokusná zvířata
	3.2.2.  GAD65 a 67 - western blot
	3.2.3.  GAD67 – imunohistochemie
	3.2.4.  GAD65 – imunohistochemie
	3.2.5.  Stereologie GAD
	3.2.6.  Statistická analýza

	3.3.  Hodnocení hladin proteinů a imunoreaktivity kalbindinu a kalretininu v colliculus inferior, sluchové a zrakové kůře a v corpus geniculatum mediale u mladých a starých potkanů dvou kmenů
	3.3.1.  Pokusná zvířata
	3.3.2.  Kalbindin a kalretinin – western blot
	3.3.3.  Kalbindin a kalretinin – imunohistochemie
	3.3.4.  Stereologie kalbindinu a kalretininu
	3.3.5.  Statistická analýza

	3.4.  Hodnocení behaviorální reakce na zvukový podnět v průběhu stárnutí u dvou kmenů potkanů
	3.4.1.  Pokusná zvířata
	3.4.2.  Stanovení sluchového prahu prostřednictvím registrace ABR
	3.4.3. Měření úlekové reakce na intenzivní zvukový podnět a prepulzní inhibice
	3.4.4.  Zařízení pro měření ASR a PPI
	3.4.5. Měření úlekové reakce na intenzivní zvukový podnět
	3.4.6.  Měření prepulzní inhibice úlekové reakce
	3.4.7.  Statistické zpracování

	3.5. Hodnocení behaviorální reakce na zvukový podnět u potkaních samic kmene Long Evans ovlivněných krátkou hlukovou expozicí v mládí
	3.5.1. Pokusná zvířata
	3.5.2.  Hluková expozice
	3.5.3.  Stanovení sluchového prahu prostřednictvím registrace ABR
	3.5.4.  Měření úlekové reakce na zvukový podnět
	3.5.5.  Měření prepulzní inhibice úlekové reakce
	3.5.6.  Statistické zpracování


	4.  VÝSLEDKY
	4.1.  Změny v hladinách GAD65 a 67 a v imunoreaktivitě v colliculus inferior, sluchové a zrakové kůře způsobené stárnutím u potkanů dvou kmenů
	4.1.1.  Změny hladin GAD65 a 67 způsobené stárnutím u kmene Long Evans
	4.1.1.1.  Colliculus inferior
	4.1.1.2.  Sluchová kůra
	4.1.1.3.  Zraková kůra

	4.1.2.  Změny v GAD65 a 67 způsobené stárnutím u kmene Fischer 344

	4.2.  Změny v hladinách CB a CR a v imunoreaktivitě v colliculus inferior, CGM, sluchové a zrakové kůře způsobené stárnutím u potkanů dvou kmenů
	4.2.1.  Změny hladin CB způsobené stárnutím u potkanů dvou kmenů
	4.2.1.1.  Colliculus inferior
	4.2.1.2.  Sluchová kůra
	4.2.1.3.  Corpus geniculatum mediale

	4.2.2.  Změny hladin CR způsobené stárnutím u potkanů dvou kmenů
	4.2.2.1.  Colliculus inferior
	4.2.2.2.  Sluchová kůra
	4.2.2.3.  Corpus geniculatum mediale


	4.3.  Změny v behaviorální reakci na zvukový podnět způsobené stárnutím u potkanů dvou kmenů
	4.3.1.  Sluchové prahy stanovené pomocí ABR
	4.3.2.  Úleková reakce na neočekávaný zvukový podnět o vysoké intenzitě
	4.3.3.  Prepulzní inhibice úlekové reakce na neočekávaný zvukový stimul

	4.4.  Změny behaviorální reakce na zvukový podnět u dospělých potkanů vystavených v mládí krátké hlukové expozici
	4.4.1.  Sluchové prahy a závislost amplitudy ABR na intenzitě zvukového podnětu
	4.4.2.  Úleková reakce na neočekávaný zvukový podnět o vysoké intenzitě
	4.4.3.  Prepulzní inhibice úlekové reakce na neočekávaný zvukový stimul


	5.  DISKUZE
	5.1.  Změny v hladinách a v imunoreaktivitě proteinů GAD65 a 67 v CI, SK a ZK u starých potkanů dvou kmenů
	5.2. Změny v hladinách a v imunoreaktivitě proteinů CB a CR v CI, SK, ZK a CGM u starých potkanů dvou kmenů
	5.3. Změny v úlekové reakci na zvukový stimul a prepulzní inhibici během stárnutí potkanů dvou kmenů
	5.4. Změny v behaviorální reakci na zvukový podnět u potkanů vystavených v mládí hluku
	5.5. Souhrnná diskuze výsledků

	6.  SOUHRN PRÁCE
	7. ZÁVĚRY
	8. SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY
	9. SEZNAM VLASTNÍCH PUBLIKACÍ

