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Anotace

DisertaCni prace ,Vliv kortikoliberinu a kortikosteronu na poskozeni
hipokampu a jejich vztah ke kognici“ pojednavd o kognitivnich,
behavioralnich a histologickych zménach u pokusnych potkani kmene
long-evans, které blize osvétluji dusledky dlouhodobé kontinuélni aplikace
kortikoliberinu a/nebo kortikosteronu. Testovani behavioralnich zmén bylo
rozloZzeno do dvou fazi. Prvni - béhem tfi resp. Ctyftydenniho podavani
hormond a tedy do doby jejich ¢asnych G¢inkd a do druhé faze nasleduijici
po Ctyfech tydnech od ukonéeni faze prvni v dobé& moznych pozdnich
Gcinkd. Ve dvanactém tydnu byla pokusna zvifata usmrcena a u skupiny,
ktera méla exogenné zvySeny kortikosteronem, byly sledovany a méreny
morfologické zmény hipokampu. U vSech experimentalnich skupin byla
zjiSténa alterace chovani. Byly nalezeny histologické i morfologické zmény
mozku. Rozvrzeni experimentd do dvou testovacich fazi umoznilo odliSeni
¢asnych zmén a zmén pozdnich a pretrvavajicich. Usporadani i volba test(
dovolily porovnat samostatny vliv jednotlivych podavanych latek
(kortikoliberinu a kortikosteronu) a také jejich soupusobeni a biologické
odezvy na né. PouZziti SirSi palety behavioralnich testll usnadnilo odhaleni i

subtilnich zmén, které by nékteré samostatné testy neodhalily.



Annotation

Dissertation "The influence of corticosterone and corticoliberin on
damage of the hippocampus and their relation to cognition” deals with the
cognitive, behavioral and histological changes in experimental rat strain
long-evans that closer describe the consequences of long-term continuous
application of corticoliberin and/or corticosterone. Testing of the behavioral
changes was divided into two phases. The first one - within three or four-
weeks respectively administration of these hormones, therefore until their
early effects - and the second phase — after four weeks of completion of the
first phase at the time of the possible late effects. In the twelfth week the
experimental animals were killed and in the group which had exogenously
elevated corticosterone, the morphological changes in the hippocampus
were monitored and measured. In all experimental groups alteration of
behavior was observed. Histological and morphological changes in the
brain we have found. Layout of experiments in two testing phases allowed
differentiation of the early changes and the late and persistent changes.
The arrangement of experiments allowed the choice of tests to compare not
only individual effects of both hormones (corticoliberin and corticosterone)
but also their coactioning and biological responses to them. Using a wider
range of behavioral tests facilitate the detection of subtle changes, that

some individual tests not reveal.
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POJMY A ZKRATKY

v s

Chovéani — je soubor vSech vnéjSich projevu organizmu
Kognice — souhrn nervovych procesu, které se jevi jako schopnost
organizmu reflektovat objektivni realitu vnéjSiho i vnitiniho prostfedi
Orientace — schopnost organizmu vnimat a pouzivat prostorovou informaci
aloteticka — z vnéjSiho prostiedi (exogenni)
idoteticka — z vnitfniho prostfedi organismu (endogenni)
Pamét’ — (biotickd) je funkce neuronalnich siti a jevi se jako schopnost
ukladat, uchovavat a vybavovat nematerialni informace
pracovni — (syn. operacni) je schopnost zapamatovat si informaci po
nékolik minut (napfiklad pfesnou polohu ostravku v tloze v MWM).
Je realizovana funkénimi zménami na synapsich dosud bez zmén
strukturalnich. Je podtypem kratkodobé paméti.
kratkodoba pamét — je schopnost zapamatovat si informaci po fadové
nékolik hodin. Neni jesté pfilis zavisla na proteinové strukturalni
remodelaci synapsi.
dlouhodoba pamét — je schopnost zapamatovat si informaci od fadové
nékolika hodin az ev. do smrti. Je plné zavisla na proteosyntéze a
tedy na strukturalni remodelaci synapsi a neuronalnich siti.
Uéeni — je schopnost ukladani a pouzivani dfive ziskanych nematerialnich

informaci

AAPA (active allothetic place avoidance) — uloha aktivniho alotetického
vyhybani se mistu

ACTH (adreno-cortico-tropic hormone) — adrenokortikotropni hormon

CS (corticosterone) — kortikosteron (u potkana, u ¢lovéka kortizol)

CRH (corticotropin-releasing hormone) — kortikoliberin

CTA (conditioned taste aversion) — podminéna chutova averze

HHA osa — hypothalamo-hypofyzo-adrenalni osa

i.c.v. —intracerebroventrikularné

i.p. — intraperitoneélné

MWM (Morris water maze) — uloha v Morrisové vodnim bludisti
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PROBLEMATIKA

Od prvopocatku vzniku Zivota jsou biologické systémy zavislé na
schopnosti adekvatné interagovat s vnéjSim prostfedim a pfizpasobovat se
v ramci svych moznosti jeho zménam. U mnohobunééného organizmu musi
byt buiky nekomunikujici pfimo s okolnim prostfedim dostate¢né presné a
rychle informovany o vnéjSim prostfedi a jeho zménach, aby organizmus
mohl reagovat na podnét pfichazejici z jeho okoli adekvatné, synchronné a
rychle. Tato schopnost se ve fylogenezi stdva postupné slozitéjsi a
komplexnéjsi.

V evoluci zivo€ichG se postupné objevily, osvédcily a rozvinuly tfi
fidici systémy, které informace z vnéjSiho i vnitfniho prostfedi zprostfedku;ji
po té ve fylogenezi pfibylo fizeni nervové (lackovci a vyssi) a pozdéji i
systém udrzujici integritu organizmu — imunitni (na rozdil od rezistence),
ktery se v uzSim smyslu slova nachazi az u obratlovcu (napf. Zab) (ROMER
1962). Tyto tfi systémy u obratlovcld tvofi vzdjemné propojeny a
komunikujici fidici nadsystém. Tento trojity nadsystém reguluje relativni
dynamickou stalost a integritu vnitfniho prostfedi — homeostazu. Vykyv
mimo normalni hranice znamena paticky stav. VybocCeni za zvladnutelné
meze je letélni. Studium fidicich systému a jejich vazeb ma vyznam nejen
pro teoretické poznani jejich normalni struktury a funkci, ale i pro pochopeni

jejich klinicky vyznamnych patickych stavu.

Ridici nadsystém

Jednou ze sloZek regula¢niho nadsystému je i (kortex-)hypothalamo-
hypofyzo-adrenalni (HHA) osa. (Viz REZACOVA 2007.) Tato osa
zprostfedkuje vybalancovavani reakci organismu na zmény vnéjSiho
prostfedi (kratkodobé i dlouhodobé). Jeji zakladni struktura a principy
zustavaji ve fylogenezi obratlovch a Clovéka stalé a rozvijeji se, protoze

schopnost organizmu adekvatné reagovat na tlak prostfedi a stresory muze



Problematika |6

byt kliCovym prostfedkem odolani mékkému a predevSim tvrdému
pfirodnimu vybéru. Organizmy, které tuto schopnost nemaji rozvinutou
dostate¢né, neobstoji v konkurenci ostatnich. Protoze tato osa ma zakladni
vyznam v odpovédi organizmu na stresové situace, nazyva se nékdy téz
stresovou osou. Ve fylogenezi obratlovci je tato osa pravdépodobné jednou
procest i na fizeni vnéjSich projevid organizmu — chovani. Zmény
v systému se projevuji jako zmény funkéni i strukturni.

V poslednich desetiletich se dosti prohloubily védomosti v oblasti
neurobiologie a humorélnich systému a jejich vzajemného propojeni. Hlubsi
porozumeéni patickym procesim umozrfiuje hledani novych terapeutickych
prostfedkd a postupl. Vyznamny pokrok zaznamenal vyzkum poruch na
rozhrani neurologie a psychiatrie (psychogenni stres, posttraumaticka
stresovd porucha, nékteré typy demenci, kognitivni poruchy pfi 1é¢bé
kortikoidy aj.). (HAJEK 2002)

HHA osa a jeji poruchy

Hlavnimi funkcemi HHA osy je (1) ve fetalnim obdobi ovlivnéni
vyvoje parenchymatoznich organu (plice, jatra) a stfeva, (2) udrzovani stalé
glykémie, (3) modulace fady imunitnich funkci a (4) udrzovani srdecniho a
cévniho tonu (MAJZOUB 2006).

Teoreticky muze byt osa poruSena na kazdé z jejich arovni nebo na
nékolika drovnich soucasné. Pfi€¢inou miZe byt porucha funkce (napf.
vstupnich signall, sekrece hormonu, zpétné vazby) nebo struktury (napf.
neurodegenerace, léze, tumor). Poruchy se mohou projevovat v oblasti
behavioralni, morfologické, biochemické a jinych. Tyto poruchy mohou byt
béhem Zivota ziskané, vrozené a dédicné. HHA osu a jeji patologie Ize
studovat u lidi (pacienti a dobrovolnici) a na modelech (biotické a umélé).
Vyzkum normalni funkce osy a jeji experimentalni ovlivnéni pfispiva
k poznani a tim i k [é€bé patologii — funkci a eventuélné i struktur — této osy.
(KLENEROVA, HYNIE 2002)
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Stresova situace spousti stresovou neuroendokrinni kaskadu. Stres
poprvé definoval a popsal H. SELYE (1936). Stresor pusobi pres
analyzatory prostfednictvim mozkové kary na hypotalamus, jehoz neurony
zacnou secernovat kortikoliberin (corticotropin-releasing hormone - CRH)
do portalniho obé&hu hypofyzy. Adenohypofyza pfijaty signal z hypotalamu
zesiluje a prevadi ho prostfednictvim adrenokortikotropniho hormonu
(adreno-cortico-tropic hormone - ACTH) po draze velkého krevniho obéhu
na cilovy organ - nadledviny. Kdara nadledvin pfijaty signal znovu zesili a
uvolfuje glukokortikoidy (u ¢&lovéka dominuje kortizol, u potkant
kortikosteron), které nasledné negativni zpétnou vazbou — cestou pres
rizné mozkové struktury (zjm. hipokampus (BROWN et al. 1999,
FELDMAN, WEIDENFELD 1995) a amygdalu (SWAAB et al. 2005)) — tlumi
tvorbou CRH. Podle jinych (TUVNES et al. 2003) vSak selektivni
hipokampalni Iéze aktivitu kary nadledvin nezvysuje. V fizeni HHA osy hraje
iniciaéni tlohu CRH. Pokud je stres maly nebo kratkodoby a organizmus je
zdravy, nevyvola pusobeni stresoru patickou reakci. Naproti tomu
nadhraniéni a/nebo dlouhodoby stres zpusobi nejen u nemocnych a
zeslablych jedinca delibraci (rozkolisani) HHA osy charakterizované

zejména zvysenou hladinou glukokortikoid(.

HHA osa, hipokampus, stres, pam ét’

Nadmérnd expozice kortikoiddm nebo ostatnim faktordm osy muZze
vést k poSkozeni nékterych mozkovych oblasti, zejména hipokampu.
Hipokampus obsahuje nejvysSi koncentraci glukokortikoidovych receptort
v mozku a to hraje rozhoduijici roli pfi negativni zpétné vazbé v HHA ose.
(CHAUVEAU et al. 2010, PARKER, RAINEY 2004) PoruSenim hipokampu
napr. vysokymi dlouhodobymi hladinami kortikoidd se snizuje jeho tlumivy
acinek na hypotalamus a hypofyzu. Tato situace vede k hyperaktivité a
k rozkolisani HHA osy. (HOSCHL, HAJEK 2001) Naproti tomu TUVNES et

al. (2003) zjistil, ze hipokampus neni nezbytny pro zpétnovazebnou inhibici
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kary nadledvin a upozornuji, Zze je HHA osa inhibovana také z jinych
mozkovych struktur.

Cetné studie prokazaly, Ze stres v animalnich modelech zhor3uje na
hippokampu zavislou prostorovou pamét testovanou ve vodnim bludisti
(MCEWEN, SAPOLSKY 1995, SANDI et al. 2005), v T-bludisti (BATS et al.
2001) i v radialnim bludisti (ELHAGE et al. 2006). Stres m(ze také naruSit
rozhodovaci funkce a jejich projevy, jako je flexibilita chovani (MIZOGUCHI
et al. 2000).

Dysfunkce HHA osy je naruSeni jejich hierarchickych a
zpétnovazebnich vztahd a muUze vést kromé somatickych zmén i
k zavaznym psychickym porucham (viz dale). Zajimavou otazkou je vztah
dysregulace osy a zavislosti na tzv. ,adrenalinovych c¢innostech®
(VYSKOCIL 2005).

CRH, neuronalni sit é a kognice

CRH plsobi nejen specificky v adenohypofyze, ve vyznamném
mnoZzstvi se vSak nachazi i v mozkomisnim moku a jinych tkanich, kde ma
nehypofyzotropni G€inky. CRH a rodina pfibuznych proteind moduluji
kognitivni funkce a hraji dulezitou roli v fizeni ¢innosti neuronalnich siti
aktivovanych pfi vybuzeni emocénich reakci na podnéty z vnitfniho i
vnéjSiho prostredi (BOSCH et al. 2009). CRH také moduluje synaptickou
ucinnost a u€eni a pameétové procesy zavisejici na hipokampu (HANSTEIN
et al. 2008, HEINRICHS, KOOB 2004). CRH systémy predstavu;ji
rozhodujici prostfedek pfi regulaci HHA osy. Kromé toho existuje i
mimohypothalamické CRH, které m& duleZitou ulohu v chovani spojeném
s uzkosti a strachem. (LUSSIER 2009) Jiz dfive bylo zjisténo, Ze stresem
vyvolana anhedonie je spojena se zvySenou CRH genovou expresi
v hypothalamu (DUNCKO et al. 2001). Na druhou stranu tvorba CRH
v mozku je regulovana i glukokortikoidy. V téchto procesech ma rozhodujici
vyznam steroidni receptor koaktivator 1 (LACHIZE et al. 2009). Tvorba

CRH je vose negativné zpétnovazebné regulovana prostfednictvim
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aktivace glukokortikoidovych receptort zvySenou hladinou glukokortikoidd
(SCHMIDT et al. 2009), zatimco stresem vyvolané adrenergni a
glutamatergni excitaéni signaly CRH gen aktivuji (DUNCKO et al. 2003,
KALIN et al. 1994).

Kortikoliberin ma i jiné funkce v jinych mistech organizmu; ma vliv na
pFijem potravy, reprodukci, rdst, imunitu a vegetativni funkce a také vliv na
chovani (MAJZOUB 2006). CRH a jeho receptory jsou €etné v centralnim
nervovém systému a v raznych perifernich tkanich (GRAMMATOPOULOS,
CHROUSOS 2002). CRH ridi adaptivni chovani, které nastava bé&hem
odpovédi na stres, ale jeho vysoké hladiny vedou k anxieté, porucham
spanku, naruSeni pfijmu potravy, energetické rovnovahy a nepfiznivym
zménam  metabolizmu, kardiovaskularnich a  imunitnich  funkci
(HEINRICHS, KOOB 2004). B&éhem gravidity je HHA osa méné citliva
v dusledku snizeni produkce CRH (RUSSELL et al. 2008). V lidské
placenté je rovnéz vytvafen CRH (BENDLOVA 2006), ten v3ak produkci
hypothalamického CRH tlumi (OKAMOTO et al. 1990). Dysfunkce systému
CRH hraje patrné ulohu v riznych neuropsychickych a neuroendokrinnich
chorobdch (GRAMMATOPOULOS, CHROUSOS 2002). Je prokazano, ze
hladiny CRH jsou vyrazné vysSi pfi nékterych poruchach CNS, napf. v

mozkomiSnim moku depresivnich pacientd (HARTLINE et al. 1996).

CRH a experimenty

Intracerebroventrikularné podany CRH u potkand navodi po
jednorazové aplikaci (FEKETE et al. 1985, DIAMANT, WIED 1993) zvySeni
krevnich hladin ACTH a néasledné kortikosteronu. Geneticky modifikované
mySi vykazujici pfi stresu v celé CNS hyperexpresi genu CRH a maiji
nasledné stresem vyvolanou hypersekreci stresovych hormond, coz zesiluje
se stresem spojené chovani — imobilitu pfi testu nuceného plavani aj.
(DEUSSING et al. 2008).

U véle¢nych veterana trpicich posttraumatickou stresovou poruchou

ukazalo opakované vySetfovani hodnot CRH vysokou bazalni hladinu této
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latky v mozkomiSnim moku ale soucasné normalni vylu¢ovani volného
kortizolu moci (BAKER et al. 1999), coZz se povaZzuje za diagnosticky
specifickou kombinaci.

Neurotoxicitou CRH se zabyvali CRAIGHEAD et al. (2000). Na
zaékladé pokuslt na potkanech in vitro i in vivo dospéli k ndzoru, ze CRH
nepusobi na nervové bunky toxicky pfimo, ale poSkozeni po vysokych
davkach je nepfimé a muze byt realizovano napfiklad uc¢inkem na cévni
zasobeni.

Uginky CRH a vliv aktivace jeho receptori na pamét a kognitivni
funkce byly dosud studovany jen malo (REZACOVA et al. 2011).

Kortikosteron a experimenty

Hypothalamo-hypofyzo-adrenalni osa je zkoumana zejména u
pacientl s endokrinnimi poruchami s prokdzanym onemocnénim nadledvin,
hypofyzy, hypothalamu, ale i mozkové kury a jinych mozkovych struktur a
funkci. (HAJEK 2002) V posledni dobé je studovano i poskozeni perifernich
Casti bunék reagujicich na kortikoidy a také dasledky dlouhodobé IéCby
kortikoidnimi preparaty. (HOSCHL, HAJEK 2001)

Obecné se pfijima nazor, Zze zvySené kortikoidy — vlastni i do
organismu uméle vpravené — puasobi negativni zmény v centralnim i
perifernim nervovém systému. Tyto zmény se projevuji zménou chovani,
nékterych biochemickych ukazateld a také morfologickymi zmé&nami
dokonce i v mozku. (Souhrnné viz REZACOVA 2007.) Neni oviem jasné,
zda kortikoidy plsobi na nervovou tkan pfimo (vlastni neurotoxicita
zvySenych hladin kortikoida) nebo prostfednictvim jinych faktoru.

Obecné se predpokladd, Ze neurodegenerativni zmény lze pficist jen
dlouhodobé vysoce zvySenym hladinam kortikoid. Nicméné, kazda slozka
neurochemické kaskady stresové odpovédi, zvlasté v pripadé dysregulace
HHA osy, miZe kvantitativné i kvalitativné ovlivnit rdzné slozky chovani.
(REZACOVA et al. 2011)
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Kortikosteron se podili na strukturalni a funkéni integrité mozku,
Kolisa v zavislosti na vySi hladiny kortikosteronu a délce pusobeni; zavisi
také na charakteru u¢ebniho procesu, na organizaci u€eni a stavu paméti
(KLENEROVA et al. 2002, ROOZENDAAL 2003).

Funkéni a nasledné i eventudlni strukturni patologii HHA osy
nachazime napfiklad u poruch spojenych s vysokou hladinou kortikoidu
v pocatku onemocnéni (posttraumaticka stresova porucha (STEIN et al.
1997, YEHUDA et al. 1995, BREMNER et al. 1995, GURVITS et al. 1996.)
nebo v pribéhu nemoci (Cushingova choroba (STARKMAN et al. 1992)
deprese (SHELINE et al. 1999), afektivni poruchy (NEMEROFF et al. 1992,
ARANA et al. 1985), Alzheimerova demence (GREENWALD et al. 1986) a
také skupiny poruch pfijmu potravy (PAPEZOVA et al. 2005) jako jsou
neuroticka anorexie, bulimie (GLUCK 2006)). V avahu pfichazi take
napfiklad stavy vynucujici si dlouhodobé terapeutické podani vysSich davek
kortikoidd  (transplantace, chronicka koZzni onemocnéni (psoriasis))
(HOSCHL et al. 2004).

Kortikoidy v normalnim rozmezi hodnot jsou nezbytné pro uceni a
formovani paméti (PAYNE, NADEL 2004). ,Vysvétleni tlohy hipokampu jak
v pamétovych procesech tak soucasné v HHA ose spociva v biologickém
vyznamu tohoto vzajemného funkéniho propojeni. Pranik téchto dvou
soustav - systému nervového (konkrétné pamétové aktivity) a systému
humoralniho (konkrétné stresové reakce) - zajiStuje jejich koordinaci a
vysokou biologickou efektivitu reakce organismu. PFi plsobeni stresoru
dojde jednak kvylevu kortikoidd a nasledné stresové reakci a jednak
k zapamatovani kontextu, pfi kterém ke vzniku stresové odpovédi doSlo.
Pamétova stopa je pfitom akcentovana biologickou vyznamnosti situace.
Toto propojeni umozni organismu bud se v budoucnu potencialnimu
stresoru vyhnout, nebo alespori na néj reagovat rychleji a adekvatnéji a tak
minimalizovat jeho Gginek. (REZACOVA 2004)
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Dusledkem dlouhodobého pretrvavajiciho stresu mohou byt
neurodegenerativni zmény, které pozdéji mohou vést k deficitim v paméti a
kognici. (SWAAB et al. 2005). Negativni vliv dlouhodobého stresu na uceni
a pamét byl dolozen u mnoha Zzivo¢isSnych druhu, po€inaje rybami, konce
&lovékem (HOSCHL, HAJEK 2001).

Pacienti trpici poruchami  spojenymi s vysokou hladinou
glukokortikoidl vykazuji statisticky vyznamné horsi vysledky v testech
zaméfenych na posouzeni kratkodobé paméti ve srovnani s kontrolami
(ALFAREZ et al. 2006, BRUNNER et al. 2005). Také animalni modely
ukazuji, Ze expozice vysokym a/nebo dlouhodobym davkam kortikoidd nebo
intenzivnimu stresu vede mimo jiné k behavioralnim zménam (ZACH et al.
2011). Akutni podani kortikosteronu usnadnuje vytvofeni podminéné
chutové averze na novou neznamou chut roztoku pozdéji asociovanou s
pfiznaky otravy navozené nasledné podanym lithiumchloridem (KENT et al.
2002, TENK et al. 2006). Mezi akutnimi a oddalenymi u€inky expozice
kortikosteronu existuje vyznacny rozdil v ovlivnéni kognitivnich schopnosti.
Pfedchozi studie ukazaly, Ze postizeni prostorové pracovni paméti bylo
patrné az po dlouhodobgji zvySenych hladinach kortikosteronu (COBURN-
LITVAK et al. 2003). Nicméng, dalSi studie ukazaly, Zze kortikosteron pfi
dlouhodobé aplikaci zhorSuje jak pamét pracovni tak referenéni (HOYER,
LANNERT 2008). Mechanizmy poskozeni jsou neznamé, ale zda se, Ze
pri¢inou neni aktualné zvySeny kortikosteron. Je mozné, Ze deficit je
zpusoben utlumenim HHA osy (COBURN-LITVAK et al. 2003).

Kortikosteron, hipokampus - pam ét’

Dusledkem paticky zménéné funkce osy - je-li tato zména
dostate€né intenzivni a trva-li dostate¢né dlouhou dobu — mize byt zména
funkce, histologie i morfologie dotéenych struktur zejména mozku, ale nejen
jeho. Tyto zmény mohou byt akutni a chronické, pfiéemz chronické zmény
se mohou objevit jako ¢asné nebo jako pozdni a mohou mit charakter
reverzibilni nebo ireverzibilni. (HOSCHL et al. 2004)
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Hipokampus ma vysokou hustotu glukokortikoidovych receptord a
glukokortikoidy proto mohou regulovat nékteré slozky jeho plasticity.
(KORZ, FREY 2003, DAGYTE et al. 2009, LUSSIER et al. 2009).
Kortikosteron moduluje formovani pamétové stopy zprostiedkovanim
emociondlniho kontextu. To zlepSuje na hipokampu zavislé upeviovani
(konsolidaci) prostorové paméti. (MCGAUGH, ROOZENDAAL 2002) Proto
se pfi vytvafeni a pretrvavani asociativni paméti zda byt nezbytna
pritomnost kortikosteronu (BEYLIN, SHORS 2003). Na druhé strané fada
studii dokumentuje negativni roli kortikosteronu v mozkovych funkcich, a to
zejména pfi u¢eni a paméti (BELANOFF et al. 2001, HE et al. 2008).

Dlouhodoba aplikace vySSich davek kortikosteronu vede k poSkozeni
hipokampu (SAPOLSKY 2000). Takée jini HE et al. (2008) popisuji
kortikosteronem vyvolané morfologické zmény hipokampu, které koreluji se
zhorSenym ucéenim ve vodnim bludisti. | dalSi prace ukazuiji, Ze dlouhodobé
vystaveni zvySenym hladindm kortikosteronu vedlo u potkant k deficitu
prostorového uceni (BODNOFF et al. 1995).

Kortikosteron, choroby, hipokampus - volumetrie

Pro funkéni poruchy spojené se strukturami hipokampu je mozno
hledat patologicko-anatomicky korelat volumetrickym méfenim in vivo
napfiklad pomoci nuklearni magnetické rezonance nebo pFimymi
mikroskopicko-pocitacovymi technikami hodnoceni tkanovych fezd mozku.
Zpravidla se mé&fi absolutni velikost hipokampu. KOUKOLIK (2002) shrnuje,
Ze patogenetickym mechanismem atrofie hipokampu mulZze byt regrese
dendritickych systémd neuronl, numericka atrofie a predpokladat Ize i
Gtlum neurogeneze.

V klinické praxi mOze byt pfikladem funkéniho, histologického i
morfologického posSkozeni cerebralnich struktur (zjm. hipokampu)
pusobenim abnormélnich hladin kortikoidi asi polovina pfipadu pacientt
trpicich depresi, déle pacienti s posttraumatickou stresovou poruchou a

nemocni s Cushingovym syndromem (zvySeni produkce kortikosteroidu,
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Casto v dusledku benigni ¢& maligni hyperplasie kiry nadledvin)
(SAPOLSKY 1996). Pacienti s chorobami spojenymi s vysokou hladinou
kortikoidd v poCatku nebo v pribéhu onemocnéni vykazuji vedle
behavioralnich deficitl i statisticky vyznamné zmenSeni hipokampu ve
srovnani s kontrolami (ALFAREZ et al. 2006, BRUNNER et al. 2005).
STARKMAN et al. (1992) uvadi, Zze v mérenich, ktera provedli u pacientd s
Cushingovym syndromem, koncentrace Kkortikoidl v plazmé negativné
korelovala s objemem hipokampu a objem hipokampu pozitivné koreloval
s vykony v pamétovych testech. Neéktefi autofi (BREMNER et al. 2000)
nalezli snizeni absolutniho objemu hipokampu, jini (HOSCHL et al. (2004) u
14 sledovanych osob a stejné& napfiklad i HAJEK et al. (2003)) tuto zménu
nenalezli. DOkazy pro souvislost mezi nadprodukci glukokortikoidl a
zmen3enim objemu hipokampu u lidi jsou, jak uvadéji HAJEK et al. (2003),
pouze nepfimé. Obdobny objemovy uUbytek u hipokampu po kortikoidech
vSak BREMNER (2000) nezaznamenal u amygdaly ani mozku jako celku.

Z mnoha praci na zvifatech i lidech je dokladana negativni vazba
mezi hladinami kortikoidd a hipokampalnim objemem (SOUSA et al. 1998,
TESSNER et al. 2007), i kdyZ nékteré studie u lidi tento ndzor nepodporuji
(MACLULLICH et al. 2005).

Kortikosteron, hipokampus — histologie a morfologie

Existuji prace, které prokazuji, Ze v souvislosti se zvySenou hladinou
kortikoidd doSlo k neurondlni smrti v nékterych  hipokampalnich
subregionech (SAPOLSKY 1985, TATA et al. 2006), zatimco jiné studie ji
nenalezly (SOUSA et al. 1998). Animalni modely ukazuji, Ze vystaveni
vysokym a/nebo dlouhodobé puasobicim davkam kortikoidd nebo
intenzivnimu stresu vede nejen k behavioralnim zménam, ale i ke zménam
v mozkovych strukturach a eventualné ke smrti neuronud v hipokampu.

U potkant staci nékolikadenni zvySeni hladiny kortikosteronu ke
zvySeni citlivosti hipokampalnich neuront na ischemii nebo na dusledky
epileptického zachvatu (MAZARATI et al. 2009). V prubéhu nékolika tydnu
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zpusobi vySSi hladina kortikosteronu reverzibilni poSkozeni dendritd
hipokampalnich neurond. Trva-li tato zatéz delSi dobu (az mésice), zacnou
hipokampalni neurony zanikat. K podobnym jevim dochazi patrné i v
hipokampu primatd vcetné Clovéka. (LANDFIELD, ELDRIDGE 1994) Je
tedy pravdépodobné, Ze dlouhodobd aktivace stresové HHA osy, jejimz
dasledkem je vysoka hladina kortizolu, poskozuje hipokampalni neurony u
Clovéka podobné jako u pokusnych zvifat (OBRIEN et al.1997).

Jiz dfive byly nalezeny rozdilné ucinky kortikosteronu na neuronalni
a/nebo gliaIni morfologii v hipokampu potkana pfi podani kratkodobém
oproti dlouhodobé aplikaci. Po kratkodobém vystaveni vySSim davkam
kortikoidd byla u potkani popsana vyznamna redukce v objemech bez
ztraty neuronu v gyrus dentatus a CA3 hipokampové podoblasti (SOUSA et
al. 1998). Je doloZzeno, Ze opakovany stres ma podobné uc&inky na
dendritickou remodelaci v CA3c jako kortikoidy (WATANABE et al. 1992).
Morfologické studie provedené na potkanech ukazaly, Ze dlouhodobé
vystaveni stresu ¢i zvySeni hladiny glukokortikoidh vedou k procesu
postupného poskozeni neurond - od pocateCni a reverzibilni atrofie
dendritickych vybézki a redukce vétveni (20%) u CA3c pyramidovych
neuronl (WOOLLEY et al. 1990, MAGARINOS, MCEVAN 1995, SOUSA et
al. 1998) az k nevratné ztraté hipokampalnich CA3c pyramidovych bunék
(LANDFIELD 1987), dale také k zanétu glie a atrofii perikaryonu
v zakladnich vrstvach hipokampu (SAPOLSKY et al. 1985). Toto poSkozeni
indukované stresem nebo exogennimi glukokortikoidy je patrné
neurobiologickou podstatou pozorovanych negativnich zmén v reaktivité,
chovéani, paméti a uceni (ZACH et al. 2011). Zmény hladin cirkulujiciho
kortikosteronu vedou ke zménam mikrostruktury, vyraznym znamkam
neuronalni degenerace a naruSeni kognitivnich funkci (SCHUBERT et al.
2008). Vétsina z téchto zmén je reverzibilni a po ¢ase je obtizné rozeznat je
na morfologické Grovni (SOUSA et al. 1999, JOELS 2008), protoZze mohou
byt prekryty reparacnimi nebo jinymi procesy. V této souvislosti je zajimava

recentni prace, kterou uvefejnili ZOHAR et al. (2011). V rozporu
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s vétSinovym nazorem doporucuiji tito autofi na zakladé pokusul na zviratech
a kladné klinické zkuSenosti na 25 pacientech aplikovat u osob postizenych
akutnim stresovym déjem brzy po expozici jednorazové podani vysokeé
davky (100 — 140 mg) hydrokortizonu. ProspéSnost této aplikace byla
potvrzena dvojité slepym pokusem. Autofi uvadéji, Ze mechanizmus tohoto
kladného uginku nedovedou vysvétlit. Podobné i jini autofi (JOELS 2008,
MCEWEN 2008) dosvédcuji, Zze pres intenzivni vyzkum neurobiologickych
mechanizmu pusobeni stresu a kortikoidd zlstava podstata jejich Gc¢inku na

molekularni drovni stale neobjasnéna.

Kortikosteron, hipokampus — pravoleva asymetrie (la teralita)

Jinym dulezitym aspektem souvisejicim se stresem jsou zmény
v lateralité mozkovych struktur. Podkladem teorie cerebralni laterality je
pravdépodobné existence asymetrii neuroanatomickych, neurofyziologic-
kych i neurobiochemickych a to se tyka i hipokampu. Existuje dokonce i
nékolik modell popisujicich, jak muze byt hipokampalni asymetrie
navozena experimentalné in vivo. Dobfe dokumentované jsou napfiklad na
zkuSenostech zavislé zmény laterality — neonatalni vystavovani novym
podnétum (neonatal novelty exposure), dlouhodoba potenciace (LTP) nebo
zmeény po U¢inku neuromodulatortd. (TANG 2003) U nékterych pacientl s
diagnozou deprese bylo magnetickou rezonanci zjisténo zmenSeni objemu
hipokampu az o 12 % na strané pravé, o 15 % na strané leve, pficemz
objem celého mozku se nezménil. Mozny vliv alkoholu, elektrokonvulzivni
terapie i farmak tato studie vyloucila. (SAPOLSKY 1996) U veteran(
viethamské valky trpicich posttraumatickou stresovou poruchou byla
zjiSténa statisticky vyznamna osmiprocentni atrofie pravého hipokampu; na
hranicich statistické vyznamnosti byla doloZena i atrofie levého hipokampu
(BREMNER et al. 1995).

Prace zaméfené na sledovani pravolevé asymetrie (laterality)
mozkovych struktur zvlasté hipokampu po vystaveni kortikoiddm se ndm u

potkand ani jinych druhd v publikované literatufe nepodafrilo nalézt.
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CILE
Cil prace

Cilem prace bylo studovat vliv dvou hlavnich dlouhodobé kontinualné
podavanych hormond hypothalamo-hypofyzo-adrenalni osy (CRH a
kortikosteronu) na chovani, u€eni a pamét a také na biochemické a

histomorfologické zmény v mozkovych strukturach.

Hypotéza
Z charakteru HHA osy, jejich zpétnych vazeb, zucastnénych mozkovych
struktur a jejich funkci Ize odvodit:
Chovani je integralni funkci (imuno-)neurohumoralnich procesu v
organizmu.
Hormony stresové osy (CRH a glukokortikoidy) mohou podstatné
modulovat chovani na podkladu zmén fyziologickych, biochemickych a po
delSim pusobeni i strukturnich, které zpétné ovliviuji funkce.
Oba hormony pusobi na chovani do ur€ité miry antagonicky. Pfevaha
kortikoliberinu zvySuje Uzkostlivost - anxiozitu, naproti tomu nadbytek
kortikosteronu vyvolava ev. zvysuje trankvilitu”.
Chovani je projevem neuronalni aktivity cerebralnich struktur.
Neurondlni aktivita je vyznamné modulovana neuronalni plasticitou.
Lze predpokladat, Ze CRH i kortikosteron pusobi na plasticitu neuronélnich
siti.
Dulezitou slozkou HHA osy je hipokampus, rozhodujici misto pamétovych
procesu.
Oba studované hormony HHA osy mohou ovlivihovat pamét a chovani.
Obecné je vysledny ucinek soucinem sily podnétu a doby jeho plsobeni, pfi
vice podnétech téz vysledkem jejich pfipadnych interakci.
Kazda z aplikovanych latek (kortikoliberin a kortikosteron) ovliviiuje jinou
sloZzku jak chovéani tak i biochemickych a morfologickych zmén.

Z hypotézy vyplyvaji tyto experimentalni otazky:

7V gesting schazi naprosto presny odborny vyraz (termin) pro opozitni vstav proti terminu anxiozita / anxieta —
smyslem se snad nejvice blizi poklid, pokoj, pohoda.
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Otazky
l.a) Projevi se uCinek aplikace kortikoliberinu u adrenalektomovanych
zvifat zménou chovani?

I.b) Zmeéni se chovani pod vlivem této aplikace né&jak specificky?

[l.a) Projevi se ucinek aplikace kortikoliberinu u zvifat s moznosti adrenalni
odpovédi (neadrenalektomovanych) zménou chovani?

[I.b) Zméni se chovani pod vlivem této aplikace néjak specificky?

[ll.a) Projevi se uCinek aplikace kortikosteronu zménou chovani?
[11.b) Zméni se chovani pod vlivem této aplikace néjak specificky?
[ll.c) Lze po dlouhodobé aplikaci kortikosteronu v mozku najit histologické

zmény?
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METODIKA

Zvifata

Byli pouziti naivni samci laboratorniho potkana Rattus norvegicus
(Berkenhout 1769) kmene long-evans linie AVCR, Praha, Kré (stafi 3
mésice + 14 dnu a vaha 300 - 400g). Byli chovani za standardnich
podminek (teplota 22°C, den / noc 12/12 hod - svétlo od 6 do 18 hodin,
potrava a voda ad libitum, pokud neni uvedeno jinak); byla dodrzena
klidova pfivykacni doba 14 dni (po preneseni do novych podminek chovu);
ve dvou dnech pfed prvnim pokusem byla zvifata pfivykana na rucni
manipulaci (handling). Byl dodrZzen schvéaleny projekt pokusu a vSechny

predpisy pro chov a manipulaci s pokusnymi zviraty.

Skupiny

V pokusu byla zvifata rozdélena do 4 skupin (tfi experimentalni a
jedna kontrolni).
Skupina [1CRH] (corticotropin-releasing hormone) méla aplikovan CRH (42
Mg celkem, tj. 1,5 ug na zvife a den), ktery byl kontinualné podavan do
pravé postranni mozkové komory (i.c.v. = intracerebroventrikularné) pres
zavedenou permanentni kanylu prostfednictvim osmotické pumpy po dobu
4 tydnld. Jeden tyden po zavedeni osmotické pumpy byla provedena
oboustranna adrenalektomie a bezprostfedné substituce kortikosteronu (35
mg, tj. 1,4 mg na zvife a den) subkutanni peletou po dobu 3 tydnu - (n = 6).
Skupina [fCRH 1CS] (corticotropin-releasing hormone; corticosterone)
méla aplikovan CRH (42 ug celkem, tj. 1,5 ug na zvife a den), ktery byl
kontinualné i.c.v. podavan pfes zavedenou permanentni kanylu
prostfednictvim osmotické pumpy po dobu 4 tydnd, zvySeny kortikosteron
byl endogenni - (n = 11).
Skupina [1CS] (corticosterone) meéla aplikovan kortikosteron (200 mg
celkem, tj. 9,5 mg na zvife a den), ktery byl podavan kontinuélné

prostfednictvim subkutanni pelety po dobu 3 tydnd — (n = 10)
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Kontrolni skupina [0] byla bez jakékoli farmakologické a chirurgické

manipulace — (n = 10).

Kromé kontrolni skupiny [0] byly vytvofeny jesté dalSi tfi kontrolni skupiny po Sesti zvifatech, které mély vyloucit
vliv uzitych experimentalné chirurgickych zasahd. Prvni ztéchto skupin méla implantovanu placebovou
(cholesterolovou) podkozni peletu, druhd méla implantovanou osmotickou pumpu s i.c.v. kanylou, kterd
uvolfiovala umély mozkomiSni mok ve stejném mnoZzstvi a po stejnou dobu jako bylo aplikované CRH. Treti
skupiné byla provedena simulovana adrenalektomie, pfi niz nadledviny zlstaly intaktni. U Zadné z téchto tfi

skupin nebyla zaznamenana jakakoliv zména chovani ani fyziologickych parametrd liSici se od skupiny kontrolni.

Aplikované latky

CRH - komeréné dodavany (Sigma Aldrich, Ceska republika), deklarovany
jako human, rat, v min. 95% cistoté

Kortikosteron - komeréné dodavany (Innovative Research of America,
USA), 35 mg v subkutanni peleté (velikost: primér 6 mm a vySka 1,5 mm),

resp. 200 mg v peleté (velikost: pramér 10 mm a vySka 4 mm)

Pripravky

V pokusu byly pouzity vlastnoru¢né vyrobené permanentni kovové
i.c.v. kanyly, plastové kanylky a komeréné dodavané 28 denni osmotické
pumpy (fa Alzet, USA, model 2004, deklarovany denni objem vytlatované
kapaliny je 0,27 pl (SD 0,01 pl) a celkovy objem vytlaCované kapaliny je 249
pl (SD 6 pl)).

Anestezie

Pfi aplikaci subkutanni pelety byla uZzita kratkodoba inhalacni
anestezie (Isofluoran).
PFi Casové narocnéjSi operaci implantace osmotické pumpy s i.c.v. kanylou
ev. s adrenalektomii byla pouZita intraperitonealni anestezie xylazin-
ketaminova (Xylapam [xylazinum hydrochloridum, 2 — 4 mg . kg™ Zivé vahy]

+ Narketan [ketaminum hydrocholoridum, 2 mg . kg™ Zivé vahy]).
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Chirurgické techniky

Aplikace subkutanni pelety byla provedena v kratkodobé celkové
anestezii. Peleta byla aplikovana do bfisni krajiny, pravého hypogastria v
laterélini oblasti a rana uzavifena uzlovymi stehy.
Adrenalektomie (MARKOVITZ et al. 1964, WAYNFORTH, FLECKNELL
1984) byla provedena v stfednédobé celkové anestezii z dorzalniho
pristupu medialnim Fezem a paravertebralni tupou preparaci svaloviny
vpravo i vlevo. Byly odstranény nadledviny, a rany byly uzavieny ve dvou
vrstvach uzlovym a pokracujicim stehem.
Zavedeni komorové kanyly (koordinaty: bregma — 0,92, later. 1,6 -1,8,
hloubka min. 2,9 - max. 3,8 podle anatomického atlasu PAXINOS,
WATSON 1986) a osmotické pumpy bylo provedeno v stfednédobé celkové
anestezii. Anestetované zvife bylo umisténo do stereotaktického pfistroje a
proveden mediélni koZni fez, periost byl odstranén. Déle proveden névrt
mozkovny do pravého os parietale. V dorzalni oblasti Sije a zad byla
vypreparovana subkutanni kapsa pro uloZzeni osmotické pumpy.
Stereotakticky byla navrtem intracerebroventrikularné (i.c.v.) zavedena
permanentni komorova kanyla a nasledné zafixovana v aplika¢ni poloze
rychle samopolymerujici pryskyfici. Do pfipravené kozni kapsy byla
umisténa osmoticka pumpa spojend s kanylou plastovou kanylkou.
Pryskyficny val byl pfekryt volnou kaZzi hlavy a rana uzaviena pokracujicim
stehem.
Operovana zvifata byla umisténa samostatné do chovnych nadob a do
probuzeni sledovana. Eventualné pfi vétsi ztraté tekutin (mocenim béhem
operace) byl objem doplnén i.p. aplikaci temperovaného izotonického
roztoku. Chirurgické rany byly po dokoncéeni zakroku a seSiti desinfikovany
a slabé prekryty framykoinovou masti. Po probuzeni byla navracena zpét
pooperacni komplikace nebyly pozorovany.
Podrobnéji viz (REZACOVA 2007)
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Behavioralni metodiky
Uloha aktivniho alotetického vyhybani se mistu (AAPA - active allothetic
place avoidance):

Obr. 1 Zafizeni pro test AAPA
Zafizeni (jako prvni navrhli
CIMADEVILLA et al. 2000;
modifikace STUCHLIK et al. 2004)
pro provadéni testu AAPA je
kruhovad kovova elektricky vodiva
deska o priméru 80 cm, rotujici

1 ot.. min™, s fixni (neotacejici se)

imaginarni (neoznacenou)
kruhovou vyseci (60°), ktera je definovana v rdmci mistnosti. Vstup do této
zakazané zony je trestan malou nepfijemnou elektrickou rankou do tlapek.
Potkan nese na zadech diodovy svételny zdroj, aby mohla byt jeho poloha
zaznamenavana pocitaem, ktery ji prubézné vyhodnocuje a eventuélné
okamzité trestd elektrickou rankou vstup do zakdzané zony. Kazdé zvife
bylo testovano (bez predeslé habituace) pét po sobé jdoucich dni jedenkrat
denné po dobu 20 min. Shodny test probihal dvakrat: poprvé v dobé
podavani hormonu (faze A) a podruhé v dobé& po skonceni uvolfiovani
hormona (faze B). (Viz REZACOVA et al.2011).

Uloha pasivniho vyhybani se mistu  (Step-through):

Obr. 2 Aparatura step-through
Step-through (originalné

King, Glasser 1970) aparatura se

sklada se ze dvou mensich boxud: *

osvétleného (30 x 20 x 15 cm) a
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temného (25 x 16 x 15 cm) vzajemné propojenych malym otvorem(6 x
7cm). Experiment vyuziva pfirozené potkani preference temného boxu pred
osvétlenym. Po tfech habituaénich bezkonfliktnich sezenich nasleduje
sezeni konfliktni, pfi kterém je vstoupeni do temného boxu potrestano
slabym elektrickym proudem (48V, 0,1 — 1,0 mA). Néasledujici dvé sezeni

jsou bez proudu - testovaci.

Uloha podmin é&né chu tové averze (CTA - conditioned taste aversion):

Obr. 3 Zafizeni pro test CTA
Zafizeni pro test chutové
averze (Garcia et al. 1955) je box, v
némz je zvifatim (kterym byl 48
hod pfed pokusem a bé&éhem celého
pokusu zamezen pfistup k vodé)

pouze po dvacet minut denné po

pét dnl nabizena z pitek tekutina.
Teti den je nova, neznama, zadouci, sladka sacharinova chut (784 mg . I'")
asociovana s pfiznaky otravy vyvolanymi injekci roztoku litiumchloridu
(9,06 g.I" v mnoZstvi 2% télesné hmotnosti). Paty den je testovan pomér
vypitych tekutin €ista voda / sacharinovy roztok.

Ulohy v Morrisov & vodnim bludidti  (MWM - Morris water maze):

Obr. 4 Morrisovo vodni bludisté
Zafizeni (Morris 1984) je
tvofeno kruhovou nadrzi praméru
cca 2 m a hloubky 50 cm, s vySkou
vodni hladiny 30 cm. Tésné pod
hladinou je excentricky umistén
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pro potkana neviditelny, pfemistitelny ostravek priméru 10 cm
z prahledného plastu. Ukolem potkana vypousténého z riznych mist na
obvodu bazénu je najit béhem jedné minuty ostravek. Motivaci k hledani je
fyzicka zatéz plavani, strach a odpocinuti na ostrivku. Testovani probihalo
v péti po sobé jdoucich dnech, v kazdém dni kazdy potkan absolvoval 8
maximalné jednominutovych plaveb. Aparatura byla pouzita pro dva druhy
tloh: 1. test kratkodobé paméti s kazdodenné ménénou polohou ostravku a

2. test kratkodobé i dlouhodobé paméti se stabilni polohou ostravku.

Histologické a morfologické stanoveni

Ve dvanactém tydnu experimentu byla vSechna zvifata celkem
v po¢tu 55 usmrcena parenteralnim podanim smrtné davky anestetika.
Zvirata ur€end pro histologické zpracovani mozku byla perfundovana po
otevieni hrudni dutiny pfistupem pfes levou srde¢ni komoru. Cévni fecisté
kranialni poloviny téla bylo promyto nejdfive izotonickym roztokem a
nasledné fixatnim roztokem 5% paraformaldehydu. Poté byly kadavery
dekapitovany a vyjmut mozek. Nasledné byla mozkova tk&n uloZena do
20% roztoku sachardzy, zmrazena a nafezana, natazena na standardni
histologickd podlozni sklicka, obarvena a adjustovana. Hodnoceni
histologickych fezl probihalo pod svételnym mikroskopem a identifikovany
hranice jednotlivych ¢&asti a vrstev hipokampu. Pocdet neuronu byl
stanovovan metodou optického frakcionatoru, podle (GUNDERSEN et al.
1988b, WEST et al. 1991). Objem hipokampalni formace byl ur€ovan na
zakladé Cavalieriova principu (GUNDERSEN et al. 1988a). Objem mozku
byl stanoven z frontalnich fezt pomoci pocitacového programu Image J a
byl vyuzit pro normalizaci velikosti hipokampu. (Podrobnéji viz pfilozené
publikace ZACH et al. 2010, ZACH et al. 2011.)
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Stanoveni hladin hormon

Hladiny ACTH a kortikosteronu byly béhem pokusu stanovovany
opakovang, aby byla uréena jejich bazalni hladina a zachyceny zmény. Viz
pfiloZzené publikace (REZACOVA et al. 2011, ZACH et al. 2010).

Uzité statistické metody

K hodnoceni experimentalnich vysledkd byl pouZzit program Statistika
a jeho parametrické i neparametrické testy. Viz jednotlivé pfiloZzené
publikace (REZACOVA et al. 2011, ZACH et al. 2010, ZACH et al. 2011).

Casové schema experimentu

Fam & CTA Fam B
" MAIANBE QOOKINIPBEE LN KO K BT
ArRH * airErae mie
Amplniac comoldd pumpy wlrudn] CRH
. | | ) b
ACRH I:'s gk ks vy RS angy wdTud il CRH

* mplaniyz podkofhipee s adrFoudnl kor ke Eraw
AC5

o Pl

tyden 1 tyden 2 twden3  tpdend tpden tyden & tydzn 10 tyden 11

Ve fazi A probéhly testy: AAPA, Step-through.
Ve fazi B probéhly testy: AAPA, MWM modifikované.
Mezi fazemi A a B byl proveden test CTA.

Bylo pouzito 55 zvifat na behavioralni experimenty, na histologickd a morfologicka stanoveni 20, na
stanoveni hormonalni 55, na dalSi biochemické stanoveni 165 zvifat.

Biochemicka ¢ast prace neni dokonéena, odebrané vzorky v poctu 825 jsou zamrazeny a pfipraveny ke
stanoveni. Stanoveni téchto vzorkd neni a v dohledné dobé patrné nebude mozné pro nedostatek finanénich
prostifedkd.
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VYSLEDKY

Znazornéni statistické vyznamnosti v grafech:
* - mezi experimentalni a kontrolni skupinou, neni-li uvedeno jinak
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Skupina [ 1CRH]

Samotny dlouhodobé podavany kortikoliberin v rdznych behavioralnich

ulohach ménil chovani rizné.

Uloha AAPA (faze A): V prvnim az tfetim dnu se pokusna zvifata od

kontrolnich sice signifikantné liSila zvySenym podétem vstupl do
zakazaného sektoru (graf 1) (p<0,05 {p=0,03}; F(3,34)=8,63 p<0,001),
postupné se vSak rozdil zmenSoval az tak, ze ve &tvrtém az patém
dnu rozdil od kontrol zcela vymizel ({p=0,83}; F(3,34)=10,42 p<0,001).
V souhrnném poctu vstupl za celych pét dni se skupina neliSila od
kontrol ({p=0,10}; F(3,34)=10,1 p<0,001). V jinych parametrech tohoto

testu rozdil nebyl. *
[Jkontroly(n=11) 45 - - o
m1CS (n=10) 40 -

Grafl  mmneee 35

Podet vstup( do gg

zakazaného sektoru 20 -

v testu AAPA ve fazi A 13 7

5 i
0 ﬁ

den1 den2 den3 den4 denb

Uloha AAPA (faze B): V prvém dnu byl zaznamenan signifikantné kratsi ¢as

do prvniho vstupu (graf 2) do zakdzaného sektoru (p<0,01 {p=0,003};
F(3,32)=6,89 p=0,001), pocet vstupl se vSak prvni den od kontrolni
skupiny signifikantné nelisil ({p=0,24}; F(3,32)=5,06 p=0,005).
V maximalnim ¢ase mezi vstupy do zakazaného sektoru se v prvnim
dnu skupina od kontrolnich neliSila ({p = 0,30}; F(3.32)=7,30 p<0,001).

v,

skupiny kratSi oproti kontrolam ({p=0,62}; (F(3,32)=8,17 p<0,001).
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kontroly(n=11) 1200 -

®m1CS (n=9)
Graf 2 miCRHCS (n=11) 1000 -
= 1CRH (n=5)
Cas (s) prvniho vstupu 800 -
do zakdzaného sektoru 600
* %
v testu AAPA v testovém 400 -
bloku B 200 -
0 i

den1 den2 den3 den4 den5

V obou testech AAPA spole ¢€né (ve fazi A a ve fazi B): Suma ¢asu
stravenych v asové nejbezpecnéjSim prostoru arény (graf 3 a 4)
utéto skupiny na rozdil od kontrolni skupiny byla kratsi (p=0,01
{p=0,01}; F(3,32)=12,2 p<0,001), v samotné fazi B se skupina od

kontrol nelisila signifikantné ({p=0,11}; F(3,32)=8,17 p<0,001).

Graf 3 a4
Priimérné Casy (s) stravené v ¢asové nejbezpecnéjSim prostoru arény

faze A a faze B

Clkontroly(n=11) kontrolyn=11})
m1CS (n=10) ®m1CS (n=9)

] |MIERETES (=11} 400 1 mtcRHICS (n=11)

| |m1CRH (n=6) 350 - _ m1CRH (n=5)

8 300 -

. 250 -

8 200 -

8 150 -

. 100 -

- 50 |

. . 0 + :
den1uen2 den3 den4 den5 den1 den2 den3 den4 dyd

Y

**

V ostatnich testech se zvifata od kontrolnich neliSila.

Shrnuti [ 1CRH]: Dlouhodobé podavany korikoliberin u adrenalektomované
skupiny negativné ovlivnil vysledky pouze v Uloze AAPA. PoSkozeni se vUCi
kontrolam projevilo zpomalenym ucéenim (pocet vstupa 1. — 3. den), deficitem

v dlouhodobé paméti (¢as do prvniho vstupu prvni den) a jinou prostorovou

v iz
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Skupina [ 1CRH 1CS]

Dlouhodobé podéavany kortikoliberin s endogenné zvySenym kortikosteronem
v riznych behavioralnich tlohach ménil chovani rizné.

Uloha AAPA (faze A): Ve vsech sledovanych parametrech kromé celkové
lokomoce méla skupina ve srovnani se skupinou kontrolni horsi
vysledky. Z toho jen nékteré byly statisticky prukazné. Pocet vstupu
skupiny do zakadzaného sektoru (graf 5) byl oproti kontroldm prvni az
tfeti den vyssi (p=0,001 {p=0,001}; F(3,34)=8,63 p<0,001) a také Ctvrty
az paty den (p<0,001 {p<0,001}; F(3,34)=10,42 p<0,001). Téz
souhrnné v celych péti dnech byl pocet vstupu oproti kontrolam vysSi
(p<0,001 {p<0,001}), zaroven byl také vysSi oproti skupiné [1CS]
s dlouhodobé& zvySenym kortikosteronem (p<0,001 {p<0,001}), a
dokonce i oproti skupiné [tCRH] s dlouhodobé zvySenym CRH a
adrenalektomii (p<0,05 {p=0,03}); (F(3,34):*1*q,1 p<0,0£).

*k*

CJkontroly(n=11) 45 - - Al kkx )
m1CS (n=10) |
Graf 5 m1CRH1CS (n=11) 40 *** [1C9
E1CRH (n=6) 35 * [1CRH]
Podet vstupl do gg 7
zakazaného sektoru faze A o -
15
10
5 i
O i

den1 den2 den3 den4 den5
Skupina byla na rozdil od kontrol horSi i v maximalnim ¢ase mezi

vstupy (graf 6) Ctvrty (p<0,01 {p=0,007}) resp i paty den (p<0,01
{p=0,003}); (F(3,34)=8,66 p<0,001) a také suma hodnot maximalniho
¢asu mezi vstupy za celych pét dnd byla oproti kontrolam nizSi
(p=0,001 {p=0,001}) a zaroven v tomto parametru byla skupina horsi
oproti skupiné [1CS] s dlouhodobé zvySenym kortikosteronem (p<0,01

{p=0,002)); (F(3,34)=8,66 p<0,001). ** [1CY]
* %%
“kontro(n=11) | 1200 - N *k * ok
m1CS (n=10) 1000 s
CRH1CS (n=11) -
Graf 6 = oRH () 500
Maximalni éas (s) mezi |
600 -
vstupy do zakézaného
400 -
sektoru faze A
200 -
0 -

den1 den2 den3 den4 den5
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Rozdil oproti skupiné kontrolni byl i v krat§im sumarnim (za celych pét
testovych dni) ¢asu do prvniho vstupu do zakdzaného sektoru (graf 7)
(p<0,05 {p=0,03}; F(3,34)=3,78 p=0,019).

[ Ikontroy(n=11) 1200 *
Graf 7 EEE&E%I:”) 1900 1 4 A A
Cas (s) do prvniho 800 1
vstupu do zakézaného 600 1
sektoru faze A 400 1
200 -
0 a

den1 den2 den3 den4 denb

Uloha AAPA (faze B): Kognitivni deficit pozorovany v této Gloze ve fazi A
(béhem uvolfiovani hormont) pretrval. Statisticky prikazné rozdily
byly zaznamenany ve tfech z péti sledovanych parametrd. V poctu
vstupu do zakazaného sektoru (graf 8), ktery byl prvni den u této
skupiny oproti kontrolam vysSi (p<0,05 {p=0,02}; F(3,32)=10,2
p<0,00001) a také ve vysSim celkovém souctu poctu vstupu za celych

pét dnl (p<0,05 {p=0,02}; F(3,32)=5,06 p=0,005).
kontrolyin=11) 45 1

®1CS (n=9) 40 - *
G f8 mTCRHTCS (n=11) 35 - * A
ra = 1CRH (n=5) 0l 7 N

Pocet vstupl do 25 1
20 -

zakazaného sektoru faze B 15 -
10 |
5 B
0 n

den1 den2 den3 den4d den5
Maximalni ¢as mezi vstupy (graf 9) byl také kratSi oproti kontrolam

v prvnim dnu (p<0,05 {p=0,049}; F(3,32)=7,3 p<0,001) i v souctu za
celych pét dnu (p<0,01 {p=0,008}; F(3,32)=7,3 p<0,001).

kontroly(n=11) * AL

mICS(=9) 1200 - - N
Graf9  ElRies) 1000 -
Maximalni ¢as (s) mezi 800 |
vstupy do zakazaného 600 -
sektoru faze B 400 -
200 -
o !

den1i den2 den3 den4 denb
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Cas do prvniho vstupu (graf 10) byl také u této skupiny krat3i oproti
kontrolni skupiné v prvnim dnu (p<0,05 {p=0,02}; F(3,32)=8,16
p<0,001), stejné tak i suma ¢asu za celych pét dnl byla kratSi oproti
skupiné kontrolni (p<0,01 {p=0,005}; F(3,32)=6,89 p=0,001).

kontron=11) 1200 7 e
E{CS (n=9) 4 N
1000 -
m1CRHICS (n=11)
Graf 10 ! sttt

. : 800 -
Cas do prvniho vstupu
] ] 600 -
do zakazaného sektoru
400 -
faze B
200 -

O _
den1i den2 den3 den4 den5

arény u téeto skupiny byla na rozdil od kontrolni skupiny kratSi v souctu
za celych pét dna (p<0,01 {p=0,005}; F(3,32)=8,17 p<0,001).

V obou testech AAPA spole ¢€né (ve fazi A a ve fazi B): Suma ¢asu

v s

byla u této skupiny na rozdil od kontrolni skupiny kratsi (p<0,001
{p=0,001}; F(3,32)=12,2 p<0,001).

Graf 11a12
Primérné Casy (s) stravené v ¢asoveé nejbezpecné&jSim prostoru arény
faze A afaze B Y
s I

_ |Cikontroly(n=11) 400 - kontroly(n=11)

m1TCS (n=10) E1CS (n=9)
- |mTCRH1CS (n=11) 350 1  m1CRH1CS (n=11)

= 1CRH (n=6) 300 4 ®1CRH (n=5)
1 250 - T
1 200 -
| 150 -
| 100 -
. 50 |
! 0 .

der%q\ den2  den3  dend  dend den1  den2  den3  den4 }5415

Y

*k*
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Step-through: V této Uloze bylo zaznamenano nesignifikantni zhorSeni
dlouhodobé paméti (graf 13) ({p=0,54}; H(3)=16,31 p=0,001).

[CJkontroly(n=11)

m1CS (n=10) 300 - )

m TCRH1CS (n=11) =
Graf 13 m1CRH (n=6) 250 |
Cas (s) do vstupu do 200
tmavého boxu 150 1
100
50 -

0 :

24h

V ostatnich testech se skupina s aplikovanym CRH a endogenné zvySenym
kortikosteronem od kontrolni skupiny neliSila.

Shrnuti [ 1CRH 1CS]: Dlouhodobé podavany kortikoliberin a endogenné
zvySeny kortikosteron primarné zhorSovaly vysledky v ulohach kognitivné

v s

naro¢néjSich (AAPA) na rozdil od uloh konfliktnich (step-through) a
nekonfliktnich, zaméfenych na jednodussi alotetickou prostorovou orientaci a
pamét (MWM). PosSkozeni se projevilo téméF ve vSech zkoumanych
parametrech kromé celkové uslé vzdélenosti. Oproti kontroldm bylo
zpomaleno uceni a zhorSeno nauceni (pocet vstupl), sniZzena pozornost
(maximalni ¢as mezi vstupy) a dlouhodoba pamét’ (€as do prvniho vstupu).
Tento deficit se jeSté zvyraznil v druhé testovaci fazi. V celé této uloze méla

skupina jinou prostorovou strategii (snizené vyuZivani Casové

v '\ s
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Skupina [ 1CS]

Samot

Uloha

400
350 -
300 -
250 A
200
150
100
50

ny dlouhodobé podavany kortikosteron v raznych behavioralnich
tlohach ménil chovéani rizné.

AAPA (faze B): Pokusna zvifata se prvni den méné casto oproti
(graf 15) (p<0,05 {p=0,019}; F(3,32)=6,96 p<0,001). Suma cCasu
v celych péti v této oblasti dnech byla stejné jako v prvnim dni nizsi
oproti kontroldam (p<0,01 {p=0,002}; F(3,32)=8,17 p<0,001), to vSak
nezvysilo soucet poc¢tu vstupu do zakazaného sektoru v celych péti
dnech ({p=0,79}).

V obou testech AAPA spole ¢€né (ve fazi A a ve fazi B): Suma ¢asu

v

byla u této skupiny na rozdil od kontrolni skupiny kratsi (p<0,001
{p<0,001}; F(3,32)=12,2 p<0,001). V této Uloze se skupina v jinych

hodnocenych parametrech od skupiny kontrolni neliSila.

Graf 14 a 15
Primérné Casy (s) stravené v ¢asoveé nejbezpecné&jSim prostoru arény
faze A afaze B i
' I
Ikontroy(n=11) kO"th_{":”}
m1CS (n=10) 400 - E!Igiglég{ -
m {CRH1TCS (n=11) | m tCS (n=
1 1CRH (n=6) 350 - tCRH (n=5)
300 -
250 -
200
150 -
100 - | [
50 -
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Y

*k*

Step-through: Po 24 hodinach od sezeni konfliktniho s podminénym

averzivnim podnétem vstupovala pokusna zvifata do tmavé ¢asti boxu
dfive oproti kontrolam, které do tmavého boxu témér nevstupovaly
(graf 16) (p<0,01 {p=0,0016}; H(3)=16,31 p=0,001). Po 1,5 hodiné od

konfliktniho sezeni nebylo mozno Kruskal-Wallis testem stanovit



Vysledky |33

statistickou vyznamnost rozdilu této skupiny od skupiny kontrolni.
Podle Student T testu je vSak rozdil na hladiné p<0,05 ({0,034}).

[Jkontroly(n=11)
m1CS (n=10) - -
m1CRH1CS (n=11)| 200 -
Graf 16 E1CRH (n=6) 250 -
Latence (s) do vstupu do 200
. 150 - *
tmaveého boxu po 90 100
minutach a 24 hodinach 50 |
od konfliktniho sezeni. 0

24h

Uloha CTA: Pii testu chutové averze paty testovaci den (graf 17) pila

MWM

pokusna zvifata oproti kontrolni skupiné sladky roztok vice (p<0,01
{p=0,005}; F(3,34)=6,95 p<0,001) i pfes simulovanou otravu pfi
pfedchazejicim prvnim kontaktu s novou chuti. V celkovem pfijmu

tekutin se skupina neliSila od kontrol.

kontrolyin=11) 35 1 %
®1CS (n=9) 30 1
m{CRHICS (n=11)
Graf 17 = 1CRH (n=5) 25 |
Procento vypitého 20 -
roztoku sacharinu 15 1
L, . 10 -
z celkové spotreby } |
5
tekutin 5. den o i
kontrola CS CRH CS CRH

modifikované: V plavbé néasledujici 90 minut od plaveb u¢ebnich se
vysledky mezi skupinami neliSily. Po 24 hodinach (graf 18) se doba
potfebna k nalezeni ostrivku oproti skupiné kontrolni prodlouzila
(p<0,001 {p<0,001}; F(3,25);02,84 p=0,06).

*k*

kontroly(n=11)
®1CS (n=9) 45 ~
Graf 18 m1CRHICS (n=11) 40 -
mTCRH (n=5) 35 -
Cas (s) potiebny 30 |
25
k nalezeni ostravku 20 -
v MWM modifikované 13 I
variante 5 -
0 a

plavba1 plavba2 90 min 24 hod
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Shrnuti [ 1CS]: Samotny dlouhodobé podavany kortikosteron negativné
ovlivnil vysledky v jednodussSich ulohach konfliktnich (step-through, CTA) i
nekonfliktnich (MWM), zatimco v kognitivné vysoce naro€né uloze AAPA ke
zhorSeni vysledkli, krom jiné prostorové strategie nedoSlo. Zatimco
kratkodoba pamét byla postizena jen mirné — nesignifikantné a to jen
v obdobi uvolfiovani hormonu z implantované podkozni pelety v jediné tloze,
deficit paméti dlouhodobé se signifikantné projevil ve tfech ulohach ze Ctyf a
to nejen v ¢ase uvolfiovani ale i vdobé 6 tydnl po skonceni aplikace
hormonu. Po Sesti tydnech od ukonceni aplikaci kortikosteronu pfi testu
AAPA (faze B) byla u pokusné skupiny ovlivnéna prostorova strategie.
Zvirata prvni den a sumarné v celych péti dnech signifikantné méné &asto

signifikantné i pfi celkovém spole¢ném souctu c¢asu stravenych vtomto

prostoru pfi fazi A a B.

Histomorfologie:

Samotny dlouhodobé podavany kortikosteron ménil morfologickou a
histologickou strukturu mozku.

U skupiny se zvySenym kortikosteronem ve srovnani s kontrolami
prokazala histologie v prefrontalnim kortexu, hipokampu a amygdale jen
necetné neurony se zfetelnymi degenerativnimi zménami (pyknosou a
zmnoZenim cytoplazmy). O néco vice bylo zasaZzeno parabrachialni jadro,
jehoz postizeni (pfi celkovém nizkém poctu bunék v této struktufe) mize mit
potencialné funkéni vyznam.

Byla zjiSténa nepomérnost (lateralita) pravého a levého hipokampu u
kontrolnich potkant long-evans chovu AV CR. Pravy hipokampus byl
vyrazné objemové vétSi nez hipokampus levy. U skupiny s kortikosteronem
se ve srovnani s kontrolni skupinou velikost levého hipokampu neliSila. Na
rozdil od toho pravy hipokampus u pokusné skupiny byl zfetelné mensi.

Soucasné se zmenSenim pravého hipokampu bylo zjiSténo zmensSeni
pravé hemisféry vici kontrolam, objem levé hemisféry se nezménil.
ZmensSeni objemu hipokampu je tak vyrazné, Ze pfevraci lateralitu, dokonce

natolik, Ze levy hipokampus (a€ nezvétSen) se stal u pokusné skupiny
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s kortikosteronem oproti pravému signifikantné objemové dominantnim.
ZmensSeni objemu nebylo zpusobeno sniZzenim poctu neuronu ani jejich

degeneraci.

Graf 19 a 20
19 - Objem hipokampu (mm?® 20 — Normalizovany hipokampalni

(bilé sloupce kontroly, éemé CS) objem V % (bilé sloupce kontroly, &emé CS)

(“#" v jedné skupiné mezi pravou (R) a levou ) i . ) L
(“#” v jedné skupiné mezi pravou (R) a levou ¢asti (L);

¢asti (L); “*" mezi skupinami) . . .
“*" mezi skupinami) (* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001)

(* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001)
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Graf 21 a 22
21 — Objem hemisfér (mm?®) 22 — Index pravolevého poméru
(bilé sloupce kontroly, éerné CS) (laterality) normalizovaného objemu
(“#" v jedné skupiné mezi pravou (R) a . .
levou &asti (L); “*” mezi skupinami) hlpokampu (V%) (R'L)/(R+|—) *100
(* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001) (bilé sloupce kontroly, ¢erné CS) (odliSnost hodnot

skupiny od O; 88 = p< 0,01; 888 = p< 0,001)

164
162
©oss
158 o 0
156
154 ]
152 01
150 : -1
L R 2 §8
Shrnuti [ 1CS] - histomorfologie: Samotny dlouhodobé podavany

korikosteron ovlivnil volumetrické vysledky ve srovnani s kontrolami. Sest
tydnd od ukonéeni aplikace bylo nalezeno prevraceni objemového poméru
levého a pravého hipokampu (laterality) ve prospéch dominance levého

hipokampu bez zmény poctu neurond.
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DISKUSE

Model

Prvofadou otazku zda navrzeny model spole¢ného i oddéleného vlivu
kortikosteronu a kortikoliberinu na chovani laboratorniho potkana v zvolenych
behavioralnich Glohach je relevantni a pouZzitelny pro studium poloZenych
otazek byl vyfesen jiz dfive (REZACOVA 2007).

Nasledky plUsobeni kortikoidd muzeme u potkant rozdélit
(SKORZEWSKA et al. 2006) z ¢asového hlediska na dusledky akutni a
chronické. AvSak mezi autory se dosud neustanovila jednota v hodnoceni,
které disledky pasobeni latek obecné Ize povazovat podle doby vzniku za
akutni (Iépe €asné) a které za chronickeé (Iépe pozdni), podle doby trvani za
docCasné (kratkodobé) nebo trvalé (dlouhodobé). Neexistuje ani shoda v tom,
jaky €asovy interval pasobeni je kratkodoby a jaky dlouhodoby a dokonce ani
jak vysoké hladiny lze jeSté povazovat za fyziologické. Jednota v odliSeni
délky podavani pfi stanoveni U¢inka latek na chovani a/nebo funkéni a
nasledné i strukturalni zmény v mozkové tkani, by byla velmi potfebna
k pfredpovédi, zda nasledek plsobeni latky bude pouze do&asny nebo trvaly.
Urcitym vychodiskem by mohlo byt rozdéleni podle aktivované urovné
odpovédi organismu: Akutni (docasné) duasledky ucink kortikoidd by
zahrnovaly zejména zmény na ne-genové urovni, naopak dasledky chronické
(trvalé) by svédcCily pro zmény primarné genové exprese, zahrnujici také
nastup trvalych degenerativnich zmén (VRIES et al. 2002). To ovSem stejné
jesté nevystihuje potifeby pfedpovédi, zda podavana davka bude navozovat
zmény akutni nebo chronické. Navic situaci komplikuje fakt, Zze nékteré
zmeény chronické se mohou objevit jiZ asné a teoreticky i naopak (napf. pfi
posttraumatické stresové porusSe). Rozdéleni je navic komplikovano
klinickym vyznamem a pouzivanim termind akutni (prudké, nahlé) a
chronické (vleklé, po¢asné) onemocnéni.

V této praci povazuji za podavani dlouhodobé dva- a vicetydenni
aplikaci hormonu. Za dasledky ¢asné ty, které se projevily jiz v dobé aplikace
latek. Za dlouhodobé (trvalé) zmény ty, které pretrvavaly alespon do konce

experimentu (tj. minimalné do sedmého tydne po ukoncéeni aplikace).
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Je dobré mit na paméti, Ze hladiny hormont v organizmu nejsou stalé,
nybrz maji pfinejmensim cirkadialni, pulzni a oscilacni charakter. Kromé
dalSich zmén v zavislosti na neperiodickych podnétech nejriznéjsiho
charakteru (manipulace, pachy, zvuky apod.). Pomoci osmotické pumpy a
subkutanni pelety neni tedy pochopitelné mozné napodobit pfirozenou
dynamiku aktualnich hladin ve vnitfnim prostfedi. Experiment proto neni
pfesnym farmakologickym modelem stresu, ani endogenné paticky
zvySenych hladin, ale jen arteficialni studii vlivu kontinualné zvySenych hladin
hormon(. Na druhé strané tento model dobfe napodobuje klinickou situaci pfi

terapeutické aplikaci kortikoidu.

Aplikované hormony

CRH - Zvolena aplikovana davka potkaniho CRH 1,5 ug na zvife a
den odpovida pouzivanym davkam v divéryhodné literatufe (VELDHUIS,
DEWIED 1984, CUNNINGHAM et al. 1988).

Kromé aplikace do postrannich komor pouzili néktefi autofi téZ aplikaci
CRH u potkanu do tfeti mozkové komory (BENOIT et al. 2000), jini dokonce i
aplikaci subkutanni (VELDHUIS, DEWIED 1984) nebo aplikovali ovinni CRH
intracerebroventrikularné (FEKETE et al. 1985, CUNNINGHAM et al. 1988).
OvsSem vSichni tito autofi pouzili ovinni CRH na rozdil od nami pouzitého
potkaniho. Pfesné aminokyselinové slozeni mlze ovliviiovat dynamiku a
biologickou ucinnost aplikované latky.

Intracerebroventrikularni aplikace CRH, kterou jsem pouZzivala, HHA
osu ziejmé ovlivhiovala, vedla totiz v pokusu ke zvySeni plazmatickych hladin
kortikosteronu.

Kortikosteron — U potkani kmene long-evans je fyziologicka hladina
kortikosteronu kolem 50 ng v1 ml plazmy (TOHEI et al. 2003). To je
v souladu s naSimi vysledky i s podobnymi aplikacemi v liternich pramenech
(napf. SKORZEWSKA et al. 2006). V naSich experimentech se aplikované
davky shoduji s udaji v literatufe (BUSH et al. 2003), i kdyz néktefi aplikuji
davky vice nez dvojnasobné (COBURN-LITVAK et al. 2003).

V literarnich pramenech neni zpusob aplikace kortikosteronu jednotny.
Neéktefi autofi pouZzivaji podkozni pelety, néktefi dokonce i vlastnoru¢né
vyrobené (BODNOFF et al. 1995, BUSH et al. 2003). Jini podavaji
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kortikosteron systemicky jednorazovou denni injekci intraperitonealné
(COBURN-LITVAK et al. 2003, THOMPSON et al. 2004, SAJADI et al. 2006,
PAKDEL, RASHIDY-POUR 2006). Jednorazové denni podani ma zcela jinou
dynamiku nez pfirozeny prabéh hladin nebo alespor kontinualné aplikovana
davka a muze mit odliSné dusledky.

Jsme si védomi, Ze po chirurgické adrenalektomii se z ektopické
adrenalni tkdné uvolfiuje neznadmé, razné a proménlivé mnoZzstvi steroidnich
hormon, které ale zpravidla nedosahuje normalnich hladin (PINSKER c.o.

2007). Hladiny hormonu byly v pribé&hu experimentu stanoveny biochemicky.

Srovnani Gc¢inku kortikoliberinu i kortikosteronu s literarnimi udaji Ize
provézt jen pfiblizné, obtizné a s malym podtem literarnich pramend. Pro obé
aplikované latky plati, Zze razni autofi pouzivaji rizné techniky podani
hormond (i.c.v., i.p. a subkubkutanni), li5i se Casové rozloZeni aplikace
(jednou nebo vickrat denng, jen vyjimeéné kontinualné) i vySe denni davky
(nékdy i v urovni Ffadu), dokonce také presné slozeni hormonu (ve starSich

pracich témér vyhradné ovinni CRH).

Behavioralni metodiky

Etologicky aspekt v této praci umozniuje odhaleni jemnych zmén ve
funkci a reakcich organizmu jeSté pfed vyraznéjSimi zménami mikro- a
makrostruktur celého nervového i humordalniho systému, které mohou byt
pozdéji znovu prekryty regeneraénimi €i reparacnimi procesy. Behavioralni
techniky jsem pouzila jako jedno z moznych kritérii posouzeni vlivu
kortikosteronu a CRH na nékteré funkce a struktury mozku. Z literatury je
zndmo, Ze zvySené davky kortikosteronu mohou mit neurotoxicky vliv
pfedevSim na nékteré mozkové struktury, coz by se mélo odrazit
v behavioralnich projevech. Je s podivem, Ze Ize nalézt jen pomérné malo
praci, které se skute¢né exaktné zabyvaji vlivem adrenalnich glukokortikoidd
a jejich liberinu a tropniho hormonu na chovani pokusnych zvirat eventualné
Clovéka za rliznych experimentalnich nebo pfirozenych podminek.

Vlivy vnéjSiho prostiedi jsem se snazila minimalizovat co mozna

nejvétSi standardizaci v pribéhu celého pokusu. O vysledcich ve vSech
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testech rozhoduje zdravotni stav (jako standardni podminka) a typ nervové
soustavy zvifete.

Dale pouzivané pojmy pro druhy paméti (pracovni, kratkodoba,
dlouhodoba, referencni) na zakladé jeji materialni realizace jsou objasnény
v ¢asti Pojmy a zkratky.

Po pfedchozi zkuSenosti jsem z baterie 8 v diplomové préaci pouzitych
behavioralnich testd zvolila 4 nasleduijici:

Uloha AAPA — Motivace je v této Uloze pouze averzivni, konfliktni
(elektricka ranka pFi vstupu do zakézaného sektoru). Uloha AAPA je
prostorovy test vyzadujici navigaci (BURES et al. 1997), neustavajici
lokomoci a také pravdépodobné orientovanou pozornost. Zahrnuje
vestibularni stimulaci (vyvolanou rotaci arény; KLEMENT et al. 2010).
Vysledky testu pfi pfitomnosti orientaénich boda zalezi na schopnosti
vytvorfeni, uchovani a vybaveni pamétoveé stopy s raznou délkou trvani, dale
na schopnosti alotetické kognitivni prostorové orientace (podpofené orientaci
idiotetickou). Nezbytnou podminkou je schopnost identifikovat relevantni
orientani ramec. Test AAPA patfi mezi dlohy provéfujici sloZitéjsi
prostorovou orientaci a kognitivni koordinaci s moZznosti sledovat vice
citlivgjsich parametrti (WESIERSKA et al. 2005). ReSeni této Glohy je zavislé
na neporusené funkci hipokampu (CIMADEVILLA et al. 2000, WESIERSKA

et al. 2005).

Uloha step-through — Motivace je v této Gloze apetitivni a pFirozena,
ochranna. V pokusu je posilena dvéma habituaénimi sezenimi a nasledné je
apetitivni motivace v konfliktu s motivaci averzivni, nepfirozenou (elektricka
ranka) ve 3. sezeni. Ulohy pasivniho vyhybani se jsou obecn& podmirfiovaci
testy, obsahujici komponenty jak klasického (pavlovského), tak operantniho
podmifovani. Za standardnich pokusnych podminek zavisi vysledek
zejména na pomeéru apetitivni a averzivni motivace a na schopnosti
vytvofeni, uchovani a vybaveni pamétové stopy konfliktu s rznou délkou
trvani. Uloha podminéného averzivniho uéeni se pasivnimu vyhybani se
mistu provéfuje kratkodobou i dlouhodobou pamét a uceni. Muze slouzit i k
testovani integrity hipokampu. (IZQUIERDO, MEDINA 1993)
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Uloha CTA - Motivace apetitivni, pfirozena (piti po vyziznéni a
preference sladké chuti) a averzivni s biologickym ochrannym vyznamem,
uméle navozena/pfirozena (po aplikaci roztoku lithiumchloridu, ktery vyvola
pfiznaky otravy (gastrointestinalni nevile, malatnost a celkova alterace
stavu)). Ve 3. sezeni je v konfliktu motivace apetitivni s averzivni. Podminéna
chutova averze je ustalena behaviordlni metodika pro studium neurondlini
plasticity. Vyhodou tohoto testu jsou zejména dobfe popsané zucastnéné
anatomické struktury i fyziologické bunééné mechanizmy a jednoduchost a
presnost méfeni. (BURES et al. 1998) Vysledek testu zavisi na schopnosti
vypracovat podminénou reakci na jednorazovy averzivni podnét (sladka
chut) a na poméru apetitivni a averzivni motivace a neofobie z neznamé
chuti. Uloha podmin&ného averzivniho udeni vyhybani se nepfiznivému

podnétu testuje dlouhodobou asociativni pamét’ a uceni.

Uloha v MWM — Motivace averzivni (voda = ndmaha a nepfijemnost
plavani az hrozba utopeni) i apetitivni (ostrivek = odpoclinek az zachrana)
jsou dostate¢né a v prubéhu testu progresivné vzrastaji. Vysledek testu za
svétla a pfitomnosti orientanich bodu nejvice zalezi na schopnosti alotetické
kognitivni prostorové orientace (z ¢asti podpofené orientaci idiotetickou) a na
schopnosti vytvoreni, uchovani a vybaveni pamétové stopy s riznou délkou
trvani. V MWM muze byt testovana pracovni kratkodoba nebo referenéni
dlouhodoba pamét a prostorovéa orientace. Maze slouZit i k testovani integrity
hipokampu. (MORRIS et al. 1990, WITTNER 2005)

Shrnuti Gloh: Uloha AAPA je konfliktni (averzivni) s prostorovou
slozkou. Uloha CTA je konfliktni (apetitivné averzivni) bez prostorové slozky.
Uloha step-through je konfliktni (apetitivné averzivni) v naSem uspofadani
bez prostorové slozky. Uloha v MWM je nekonflikini (averzivné apetitivni)

S prostorovou slozkou.
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Vysledky behavioralnich test 0 — po skupinach
Skupina [ 1CRH] - U skupiny se zvySenym CRH, s nizkym
(substituovanym) kortikosteronem, adrenalektomii bylo nalezeno zpomaleni

habituace a doby uceni a téz poruseni dlouhodobé prostorové paméti.

Deficit pozorovany v prvnich tfech dnech v Uloze AAPA faze A
v parametru poctu vstupu do zakazaného sektoru je mozno interpretovat jako
zpomalené uceni na podkladu prodlouzeni habituace na neznamé prostredi
testovaci aparatury. Toto prodlouzeni je pravdépodobné zapfi¢inéné i.c.v.
podavanym CRH, ktery je bézné povazovan za anxiogenni. Je velmi
pravdépodobné, Ze na zhorSenych vysledcich prvnich tfi dni se pfednostné
nepodili ani tak kognitivni deficit, jako kortikoliberinem zvySena anxiozita.
Tento nazor je ve shodé s vysledky HEINRICHS et al. (1996), ktefi u
transgennich mySi se zvySenou produkci CRH zaznamenali normalizovani
stavu v prostorové Uloze po podani benzodiazepinu. Autofi vyvozuji, Ze
hyperemocionalita (u mySi) brani uceni v emocionalné naro¢néjsich
kontextech (skryta platforma v MWM). Také ja jsem presvédCena, Ze stejné i
u potkant zvySena anxieta navozena aplikaci CRH zpomaluje habituaci a
prodluzuje uceni ve slozitych prostorovych kontextech (Uloha AAPA). To se
mohlo projevit zvlasté u adrenalektomovanych zvifat (tedy bez moZnosti
glukokortikoidové odpovédi) s nizkou substituci kortikosteronu, navozujici
nepomeér kortikoliberinu a kortikosteronu v pfislusnych centrech mozku oproti
normalnimu stavu. Zména by mohla pfi¢inné souviset se zménou ve vnimani
intenzity motivace vzhledem k tomu, Ze hipokampus je mistem s mnoZzstvim
kortikoidovych receptord uplatiujicich se mimo jiné v negativnim
zpétnovazebném pasobeni na HHA osu.

Tato interpretace vysledkd u adrenalektomované skupiny je ve shodé
s dvéma skute€¢nostmi z naSeho pokusu - jednak pozorovanym anxioznim
chovanim i v ostatnich testech a jednak i se skute¢nosti, Zze v Zzadném jiném
testu se béhem aplikace hormonu deficit paméti ani v naznaku neprojevil.

V druhém testu AAPA (ve fazi B) byl po Sestém tydnu od ukonc&eni
aplikace CRH nalezen deficit prostorové paméti, ktery se projevil jako kratSi
Cas do prvniho vstupu. Dale pro ur€ity pamétovy deficit svédci sice

nesignifikantni, ale zfetelné zkraceni maximalniho €asu mezi vstupy do
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zakazaného sektoru. Ovlivnéni prostorové slozky v obou fazich dohromady
dosvédCuje zménu v prostorovém chovani (kratSi C¢as straveny v ¢asové

v i s

sloZzku pamétove stopy.

Nalezené zhorSené vysledky vtestech svédcéi pro vyznamné
zpomaleni u€eni a ovlivnéni motivacni sloZzky chovani (anxieta) béhem

aplikace a po ukonceni aplikace pro urcity deficit v prostorovée pameéti.

Skupina [ 1CRH tCS] — U skupiny se zvySenym CRH a néasledné
endogenné zvySenym kortikosteronem bylo nalezeno znac¢né poruseni uceni,

paméti (kratkodobé i dlouhodobé) a kognitivni koordinace.

Hluboky deficit pozorovany v Uloze AAPA (jak ve fazi A, tak ve fazi B)
ve vice parametrech pretrvdva bez znamek zlepSeni i v Sestém tydnu od
ukonceni aplikace CRH. Vtomto pokusu aplikované mimohypothalamické
CRH muze ovlivnit HHA osu a ma také zprostfedkované omezujici u€inek na
neuronalni aktivitu hipokampu (REBAUDO et al. 2001). Biologicky vyznam
téchto jevu je stale nejasny, ale naSe vysledky podporuji nazor, ze i ne-
prostorovych ulohach vyZzadujicich integritu hipokampu, jako je v naSem
pfipadé uloha AAPA.

Ulohu step-through a jesté i jiné pasivni testy pouzili VELDHUIS,
DEWIED (1984) pfi zkoumani vlivu CHR na chovani potkanu wistar. Zjistili,
Ze pfi subkutanni aplikaci vysoké davky (300 ng) je zapamatovani
v pasivnich testech zhorSeno pravdépodobné zvySenim kortikoidd v krvi.
Naproti tomu pfi nizké subkutanni davce (30 ng) neni HHA osa aktivovana a
zapamatovani je naopak usnadnéno. Jednorazova intracerebroventrikularni
aplikace 30 ng CRH zpusobila stejny deficit paméti jako vysoka davka
subkutanni. To je v principialnim souladu s naSimi vysledky této skupiny
(aplikace CRH intracerebroventrikularni), u které se sice projevil jisty trend ke
zhorSeni v paméti dlouhodobé, nebyl vSak signifikantni. Ve shodé s naSimi
vysledky nalezli DIAMANT, DEWIED (1993) zeslabeni pamétové stopy

v Uloze step-through po intracerebroventrikularni (ve shodé s nami)
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jednorazové (na rozdil od nas) aplikaci CRH neadrenalektomovanym
potkanim samcam kmene wistar, coz v principu odpovidalo této skupiné.

Celkové vysledky svédci pro hlubsi, poSkozeni uéeni, paméti i chovani

ML wew s

M v s

adekvatné fesit.

U této skupiny pochopitelné dochazi k nejvyraznéjSim a dlouhodobym
zménam v chovani. Je pravdépodobné, Ze pfi¢inou je spolecné zvySeni jak
CRH tak kortikosteronu a tento spole¢ny vliv ma jiny efekt nez samotny
zvySeny CRH nebo samotny zvySeny kortikosteron. To zfetelné vyplyva pfi
porovnani vysledkd jednotlivych experimentalnich skupin. Zavaznéjsi
diasledky soucasného pulsobeni vySSich hladin obou hormonu je mozné
vysvétlit zcela pfirozené tim, Ze zasdhnou HHA osu na miniméalné dvou

regulacnich mistech a tim snaze zpUsobi jeji delibraci.

U této skupiny bylo nalezeno vyznamné naruSeni kognitivni
koordinace v na vhled vysoce naro¢nych ulohach (AAPA). Tento deficit
pretrval minimalné do konce experimentu (6 tydnu). Vysledky v testu step-
through také naznacuji poSkozeni dlouhodobé paméti, které vSak nebylo
prikazné. Nebyly nalezeny zmény v ostatnich, kognitivné jednodusSich

testech.

Skupina [ 1CS] — Skupina s dlouhodobé zvySenym kortikosteronem
méla velmi pravdépodobné zaroven snizenou hladinu CRH na podkladé
negativni zpétné vazby v systému HHA osy, ¢emuZz nasvédcuji i vysledky
stanoveni ACTH. Je zajimavé, Ze u této skupiny byla zaznamenana zvySena
hladina kortikosteronu i v dlouhodobém horizontu Sesti tydnt od ukoncéeni
aplikace hormonu pfi snizené hladiné ACTH. To by bylo mozno vysvétlit
dvéma zplsoby: perzistenci vySSi koncentrace na transkortinové proteiny
navazaného kortikosteronu, nebo zvySenim citlivosti adrenélni kiry na
ACTH.
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U skupiny se zvySenym kortikosteronem bylo nalezeno zejména
poruseni dlouhodobé paméti, mirny deficit kratkodobé paméti a zména

prostoroveé strategie.

Pfi feSeni ulohy AAPA byl zjistén rozdil od kontrolni skupiny pouze
Vv jiné prostoroveé strategii. Ovlivnéni prostorové slozky prvni den ve fazi B i
souhrnné za obé faze A a B ukazuje na zménu v prostorovém chovani (kratSi
strategie, ktera nezhorSila vysledky v jinych méfenych parametrech,
naznacuje vetsi jistotu pfi feSeni prostorové dlohy a neporusSenost pamétové
stopy feSeni této kognitivné naro¢né ulohy.

V Uloze step-through bylo nalezeno vyrazné poskozeni dlouhodobé
paméti (24 hodin od konfliktu) a v pokusu viditelné (i kdyz statisticky
nesignifikantni) poskozeni i paméti kratkodobé (90 minut od konfliktu).

Ve vysledcich v testu podminéné chutové averze bylo zaznamenano
zménéné chovani hodnocené jako deficit v dlouhodobé paméti (vysoké
procento vypitého sacharinového roztoku 5. den) u této skupiny na rozdil od
kontrol i od ostatnich experimentélnich skupin.

V testu v MWM byla pamét dlouhodob& vyrazné zhorSena pouze u
této experimentalni skupiny s vysokym kortikosteronem. To je v souladu
s literaturou (COBURN-LITVAK et al. 2003), ktefi u potkan( sprague-dawley
v jinych prostorovych testech rovnéz nalezli zhorSeni dlouhodobé paméti po
21 denni intraperitonealni aplikaci kortikosteronu.

Vysledky testl u této skupiny jsou ve shodé s obecné pfijimanym
nazorem, ze kortikoidy poskozuji pfedevSim pamét dlouhodobou, zatimco
kratkodobou pozdéji a jen v omezené mire.

Za pfi¢inu deficitu v Uloze step-through zjiSténého u této skupiny i
v kratkodobé paméti je mozné povazovat snizeni vnimani vyznamnosti
averzivniho stimulu v testech konanych v dobé aplikace hormonu. Tomu by
nasvédcovalo, Ze pfi testu v MWM konaném pozdéji jiz bez aplikace latek
doSlo k naruSeni jen paméti dlouhodobé. Snizeni vnimani vyznamnosti
averzivniho stimulu mdZe byt zapfi¢inéno stresovou analgezii, ale spiSe

subjektivné nizsi vyznamnosti podnétu (nekognitivni deficit).
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Déle je mozné se domnivat, Ze pfi¢inou poSkozeni v testu v MWM
mohou byt vdisledku dfivéjSi aplikace kortikosteronu progredujici
neurodegenerativni procesy na rozdil od ovlivnéni motivace aktualné
pusobicim zvySenym kortikosteronem v testu step-through.
step-through zpusobené podavanym kortikosteronem mohou byt reparovany
restitu¢nimi procesy probihajicimi v CNS po skon&eni aplikace (a tedy budou
nezastizitelné v kratkodobé paméti v pozdéji konaném testu v MWM).

Pro néjaky druh posSkozeni pamétoveho procesu vSak svédcCi i
negativni ovlivnéni tvorby podminéné chutové averze (podminéného reflexu)
na sladkou chut v Uloze CTA.

Dlouhodobé podavany kortikosteron ménil prostorovou strategii
chovani v uloze AAPA a ovlivnil vysledky v dlohach step-through, CTA a
MWM - pravdépodobné sniZoval anxietu zvifat pfi konani ulohy, coZz mohlo
vést k jinym prostorovym strategiim a/nebo zpUsobil pamétovy deficit nejprve
v kratkodobém intervalu a pfenesené nasledné i v dlouhodobém intervalu od
podnétu a tedy zpusobil zhorSeni méfenych parametrl. Tyto dvé mozné
priciny zhorSeni vysledk( se pouze na podkladu behavioristiky nepodafilo
oddélit.

Na zakladé volumetrickych zmén v hipokampu nalezenych pozdéji po
ukonéeni  behavioralnich  experimentl je moZzno povazovat za
nejpravdépodobnéjsi vysvétleni, Ze jde o skute¢ny pamétovy deficit, ktery
mohl byt v dobé& podavani kortikosteronu posilen snizenym vnimanim

averzivni motivace.

U skupiny se zvySenym Kkortikosteronem bylo nalezeno poruseni
dlouhodobé paméti (step-through, CTA, MWM), pozorované mirné zhorSeni
kratkodobé paméti (step-through) nebylo signifikantni. Naproti tomu nebyla
porusena naro¢na kognitivni koordinace (AAPA), ale byla nalezena zména

prostorového chovani v této uloze.
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Histologie, volumetrie

Histologicka zkoumani a volumetrickd méfeni mozkovych struktur byla
provedena pouze u skupiny se zvySenym kortikosteronem ([1CS]). Duvodem
jsou jednoznacné literarni Udaje, Zze pfimé plsobeni CRH a to jak in vitro tak
in vivo nevykazuje neurotoxické Uc¢inky. Podle vysledku, které publikovali
CRAIGHEAD et al. (2000) muze CRH dokonce zabranit bunécné smrti
zpusobené oxida¢nim stresem v bunéénych kulturach. Na druhé strané vSak
bylo jiz dfive znamo, Zze CRH muZe nepfiznivé ovliviiovat neuronalni
plasticitu a Ze muze Castecné, ale vyznamné pfispivat k neurotoxicité a
neurodegeneraci zptsobené jinymi Ciniteli. Jednim z moznych vysvétleni by
byl negativni vliv CRH na pratok krve mozkovymi kapildrami, coZ ovliviiuje
mimo jiné koncentraci excitacnich aminokyselin. (CRAIGHEAD et al. 2000)

U skupiny se zvySenym kortikosteronem jsme nenasli vyrazné snizeni
(ani ev. zvySeni) poltu neuront ani obecné znamky neurodegenerace
v prefrontédlnim kortexu, amygdale ani hipokampu. To je v souladu se
zjisténim TATA et al. (2006), ktefi popsali pouze ultrastrukturalni zmény u
zvifat po aplikaci kortikosteronu. Nékteré starSi prace (SAPOLSKY et al.
1985, WOOLLEY et al. 1990) popisuji naproti tomu urcité vSeobecné zmény
v télech neuronu i jejich dendritt a mirnou atrofii pfipadné az ubytek
hipokampalnich neuront. Ur¢ity rozdil ve vysledcich rlznych autord muze
byt zplsoben uzitim rdznych histologickych technik.

Rovnéz naSe vysledky ukazaly i pfi vyraznych zménach chovani jen
mensi poSkozeni CNS struktur. Je mozno se domnivat, Ze eventualni zmény
v mozkovych strukturach, ke kterym v naSem pfipadé mohlo dojit, jsou na
subcelularni darovni, nezachytitelné klasickymi histologickymi technikami.
NaSe histologické vzorky byly odebrany az po Sesti tydnech od konce
aplikace kortikosteronu a nelze vyloudit, Ze v této dobé mohlo dojit k prekryti
prikazu neurodegenerativnich zmén zménami restituénimi (SAPOLSKY et
al. 1985). Je také mozné, ze obecné i vyznamna behavioralni zména nemusi
byt doprovazena patrnou zménou neuronalni struktury.

Vyraznym pfinosem naSi prace bylo stanoveni asymetrie zmén
v pravém a levém hipokampu, coZ byva ve vétSiné praci na podobné téma
opomijeno. Zjistili jsme, Ze u intaktnich potkand long-evans linie AV CR je

objem praveho hipokampu signifikantné vétsi nez levého, objem pravé a levé
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hemisféry se nelisSi. Ve sporadické literatufe jsou publikovany rozdily objemu
nékdy ve prospéch levé (SAHIN et al. (2001), jindy pravé hemisféry (KOLB et
al. 1982). NaSe vysledky volumetrického stanoveni objemd hipokampu u
kontrol Ize do urcité miry srovnat se zjiSténimi VERSTYNEN et al. (2001) a
TANG et al. (2008), ktefi u potkanich samct kmene long-evans stfedniho
véku vystavenych postnatélné (do tfi tydnd) variabilnimu prostfedi zjistili
rovnéz vétsi pravy hipokampus. Nami stanoveny objem pravé hemisféry u
kortikosteronovych zvifat se vzhledem ke kontrolam zmenSil. Levy
hipokampus ani leva hemisféra se vzhledem ke kontrolam neménila. Po
dlouhodobé aplikaci kortikosteronu jsme nalezli nejen zmenSeni objemu
pravého hipokampu oproti kontrolam, ale navic i oproti levému hipokampu

této skupiny.

Shrnuti diskuse

Hormonalni naruseni hypothalamo-hypofyzo-adrenalni osy na riznych
arovnich (jen 1CRH nebo 1CRH s 1CS nebo jen 1CS) v naSich pokusech
vedlo k poSkozeni kognitivnich schopnosti zvifat. U skupiny se zvySenym
kortikosteronem jsme zjistili histologicko-morfologické zmény mozku, resp.
hipokampu.

Po sedmi tydnech od ukonceni podavani kortikosteronu byla zjisténa
zmeéna objemu a laterality hipokampu. Tato zména vSak nebyla zplsobena
asymetrickym Ubytkem poctu neurond v hipokampové struktufe, ale
pravdépodobné zmensenim jejich objemu a snizenim poctu dendritického
vétveni.

NaruSeni osy kortikoliberinem a/nebo kortikosteronem ma vliv
zejména na mozkové struktury obsahujici vysokou koncentraci
glukokortikoidovych receptorl, zejména hipokampus a amygdalu; nejdfive
snizuji jejich neuroplasticitu, pozdéji vedou az k neurodegeneraci.

Pamétové stopy, které jsou vytvofeny pfi jen kratkém plsobeni
kortikoidu ve fazi jesté intaktni neuroplasticity hipokampu, jsou dostate¢né
konzervovany a pretrvavaji delSi dobu neporusené nez pamétové stopy
vzniklé pfi nebo po dlouhodobéjSim pusobeni vysSich hladin kortikoidd. Lze
predpokladat, Ze zmény v chovani, paméti i u€eni jsou zaloZzeny na funkénich

a pozdéji strukturnich zménach ¢asti mozku vyznamnych pro tyto funkce.
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Obdobi mezi druhym a tfetim tydnem aplikace kortikosteronu bylo
kritické pro vytvoreni a fixovani normalni pamétové stopy u skupiny se
zvySenym kortikosteronem ([1CS]). U skupin se zvySenym kortikoliberinem
([TCRH] a [1CRH1CS]) byly prvni pfiznaky poruch chovani zaznamenany
mezi druhym a tfetim tydnem aplikace, ale mohly vzniknout i dfive. (U téchto
dvou skupin to nebylo mozno z vysledku rozhodnout, protozZe v této dobé
neprobihaly Zadné behavioralni testy.)

Stanoveni nejCasnéjSi hranice vzniku zfetelnych histomorfologickych
zmén u kortikosteronové skupiny by vyZzadovalo dalSi testovani.

Samotny intracerebroventrikularné aplikovany kortikoliberin ovlivioval
nékteré slozky chovani. Samotny aplikovany kortikosteron ovliviioval chovani
v jinych jeho slozkach. Aplikovany Kkortikoliberin a v zavislosti na ném
endogenné zvySeny kortikosteron puasobily na chovani jinak nez oba
hormony oddélené.

CRH samotny postihoval kognitivné néro¢néjSi ulohy zejména
zvySenim anxiozity. CRH v kombinaci s kortikosteronem puUsobil hlubsi a
ovliviioval zejména pamétovou ev. motivacni sloZzku (zmenSoval vyznam
averzivnich podnétl a tedy pfes hipokampus jdouci amygdalou podminény
podnét k tvorbé pamétové stopy) - moduloval silu a vyznam pamétove stopy.
Toto postizeni mélo zfejmé& podklad v poSkozeni funkce a struktury
hipokampu.

Zmeéna objemove laterality a funk&ni pravolevé dominance hipokampu
mohla byt a pravdépodobné byla pfi¢inou kognitivnich deficitd u zvifat
ovlivnénych kortikosteronem.

Spole¢né pusobeni obou hormond neni souétem ani soucinem vlivd
izolovanych, nybrz jinou kvalitou.

Z naSich pokusu vyplynulo, Ze CRH a glukokortikoidy ovliviiuji chovani
do urCité miry antagonicky. Zatimco pfevaha kortikoliberinu pusobi a
prohlubuje anxiozitu (Gzkostlivost), vyvolava prebytek glukokortikoidu naopak
trankvilitu (poklid). Vztah obou téchto hormoni muZeme pozorovat u zvirat
(ale i u lidi) jako behavioralni odraz, ktery mize mit tento hormonalni
podklad.
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Zavery

Po aplikaci kortikosteronu a/nebo kortikoliberinu u pokusnych
laboratornich potkant kmene long-evans byly zjiStovany zmény chovani ve
vybranych étyfech raznych behavioralnich testech a také zmény volumetrie a
histologie mozkové tkan&, resp hipokampu. Vysledky podpofily
experimentalni hypotézu. Nasledujici body odpovidaji na konkrétni polozené
otazky v kapitole Cile (:18).

l.a) [1CRH] — Intracerebroventrikularné kontinualné aplikovany kortikoliberin
osmotickou pumpou po dobu 4 tydnu (42 ug celkem, tj. 1,5 ug na den)
se soucasnou bilateralni adrenalektomii a s naslednou nizkou substituci
kortikosteronem (35mg celkem, tj. 1,4 mg na den) zpusobil zfetelnou
zmeénu chovani.

I.b) Bylo nalezeno prodlouZeni habituaéni doby zpusobené anxietou a

prodlouzeni doby uéeni a téz porusSeni dlouhodobé paméti.

ll.a) [fCRH 1CS] - Intracerebroventrikularné kontinuédlné aplikovany
kortikoliberin osmotickou pumpou po dobu 4 tydna (42 ug celkem, tj. 1,5
Mg na den) s endogenné zvySenym kortikosteronem zpusobil zfetelnou
zmeénu chovani.

II.b) NaruSena byla predevSim kognitivni koordinace a dlouhodoba pamét.

[ll.a) [1CS] — Kortikosteron kontinualné uvolfovany ze subkutanni pelety po
dobu 3 tydnd (200 mg celkem, tj. 9,52mg na den) zpusobil zfetelnou
zménu chovani.

[ll.b) Bylo nalezeno poruSeni dlouhodobé paméti, mirny deficit kratkodobée
paméti a zména prostorového chovani.

lll.c) Byla zjisténa zména objemu a pFevraceni pravolevé objemové
dominance (laterality) hipokampu, ktera nebyla zplsobena uUbytkem

neurond.
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Moznosti dalSiho vyzkumu:

Navrzeny a pouZzity zplUsob testovani a aplikace latek se jevi jako
perspektivni pro sledovani vyznamu glukokortikoidd a kortikoliberinu ve
fyziologii a patofyziologii hypotalamo-hypofyzo-adrenalni osy. Lze uvaZovat i
o vyuziti pfi vyzkumu nékterych psychiatrickych poruch a onemocnéni a
studovat moznosti potencialnich terapeutickych pristupt, které by zabranily
negativnim behavioralnim a neurodegenerativnim zménam pfi patické

aktivaci stresové osy.
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SOUHRN

Prace se zabyva vlivem kortikoliberinu a kortikosteronu na chovani,
pamét a uceni a na histomorfologické zmény hipokampu. Pokus byl
proveden na potkanech — samcich kmene long-evans, linie AVCR, Kr& — stafi
cca 3 mésice, vaha kolem 350g.

Zkoumané latky byly aplikovany kontinualné; kortikoliberin osmotickou
pumpou do pravé postranni mozkové komory po dobu 4 tydn(, kortikosteron
subkutanni peletou po tfi tydny. Zvifata byla rozdélena do tfi
experimentalnich skupin a skupiny kontrolni. Skupina [tCRH] (n=6)
osmotickou pumpou podany kortikoliberin (1,5 pg na zvife a den), provedena
adrenalektomie, substituce kortikosteronem podkozni peletou (1,4 mg na
zvife a den). Skupina [fCRH?1CS] (n=11) osmotickou pumpou podany
kortikoliberin (1,5 pg na zvife a den). Treti skupina [t1CS] (n=10) méla
kortikosteron podany subkutanni peletou (9,52 mg na zvife a den). Skupina
kontrolni (n=10) bez zasahu. VSechny skupiny byly podrobeny ¢&tyfem
riznym behavioralnim testim — test aktivniho alotetického vyhybani se mistu
(AAPA), step-through, test podminéné chutové averze (CTA), a testu
v Morrisové vodnim bludisti (MWM).

U skupiny [tCRH] bylo nalezeno prodlouzeni habituaéni doby
zpusobené anxietou a prodlouzeni doby uceni a téz poruSeni dlouhodobé
paméti. U skupiny [fCRH1CS] byla naruSena pfedevsim kognitivni
koordinace a dlouhodoba pamét. U skupiny [tCS] bylo nalezeno poruseni
dlouhodobé paméti, mirny deficit kratkodobé paméti a zména prostorového
chovani. U této skupiny byla zjiSténa zména objemu a pfevraceni pravolevé
objemové dominance (laterality) hipokampu, kterA nebyla zplUsobena
Ubytkem neuronda.
tlohy (AAPA) zejména zvySenim anxiozity zvifat. CRH v kombinaci
s kortikosteronem pusobil hlub8i a trvalejSi postizeni v kognitivné
narocnéjSich dlohach (AAPA). Samotny kortikosteron pravdépodobné
ovliviioval zejména pamétovou ev. motivacni sloZku — moduloval silu a
vyznam pamétové stopy. Toto postizeni mélo ziejmé podklad v poskozeni

funkce a struktury hipokampu zjisténé po ukon&eni pokusu.
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Zda se, ze pamétové stopy, které byly vytvofeny pfi jen kratkém
dostate¢né konzervovany a pretrvavaly delSi dobu nez pamétové stopy
vzniklé pfi nebo po delSim plsobeni vysSich hladin kortikoidu.

Obdobi mezi druhym a tfetim tydnem aplikace kortikosteronu bylo
kritické pro vytvofeni a fixovani normalni pamétové stopy u skupiny se
zvySenym kortikosteronem ([1CS]). U skupin se zvySenym kortikoliberinem
([TCRH] a [tCRH1CS]) byly prvni pfiznaky poruch chovani zaznamenany
mezi druhym a tfetim tydnem aplikace, ale mohly vzniknout i dfive. U téchto
dvou skupin to nebylo mozno z vysledkd rozhodnout, protoZze v této dobé
neprobihaly Zzadné behavioralni testy.

Z naSich pokusu vyplyva, ze CRH a glukokortikoidy ovliviiuji chovani
do urCité miry antagonicky. Zatimco prevaha kortikoliberinu pusobi a
prohlubuje anxiozitu (Uzkostlivost), vyvolava prebytek glukokortikoidu naopak
trankvilitu (poklid). Vliv poméru obou téchto sou¢asné na mozek pusobicich
hormon( se mize uplatiiovat pfi modulaci behavioralniho projevu — chovani.
Spole¢né puasobeni obou hormonu neni vSak souétem ani soucinem vlivl

izolovanych, nybrZ jinou kvalitou.
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SUMMARY

Dissertation deals with the influence of corticoliberin and
corticosterone on behavior, memory and learning and the histomorphological
changes in the hippocampus. The experiment was performed on rats — long-
evans strain, line AV CR, Kr& (male, age ca three months, weight ca 350g).

The hormones used were administrated continuously; corticoliberin by
the osmotic pump into the right lateral cerebral ventricle for four weeks,
corticosterone by the subcutaneous pellet for three weeks. The animals were
divided into three experimental groups and one control group. The group
[fCRH] (n=6) osmotic pump-applied corticoliberin (1,5 pg per animal per
day), it was made adrenalectomy with substitution by corticosterone
subcutaneous pellet (1,4 mg per animal per day). The group [fCRH1CS]
(n=11) osmotic pump-applied corticoliberin (1,5 pg per animal per day). The
third experimental group [1CS] (n=10) corticosterone was administered by
subcutaneous pellet (9,52 mg per animal per day). The control group (n=10)
was without any treatment. All groups were subjected to four various
behavioral tests - test of active allothetic place avoidance (AAPA), step-
through test, conditioned taste aversion (CTA), and test in Morris™ water
maze (MWM).

In the [TCRH] group was found extension of habituation period caused
by anxiety and prolongation of learning and a damage of long-term memory
too. In the [TCRHTCS] group primarily cognitive coordination and also long-
term memory were damaged. In the [1CS] group impairment of long-term
memory, a mild short-term memory deficit and also a change of spatial
behavior were observed. Additionally, in this group were found the changes
in the volume of the whole hippocampus and overturn of right-left volume
dominance (laterality) of hippocampus, which were not caused by loss of
neurons.

In our experiments, CRH itself affected the cognitively more
demanding task (AAPA), mainly by increasing the anxiety of the animals.
CRH in combination with corticosterone caused deeper and more permanent
disability in cognitively more demanding tasks (AAPA). Corticosterone itself

probably influenced mainly memory eventually motivational component which
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modulated power and importance of memory traces. This impairment was
based apparently on damage of the function and structure of the
hippocampus, which was observed after the experiment.

It seems that memory traces created with only a short time in the
influence of corticosteroids still intact hippocampal neuroplasticity were
sufficiently preserved and persisted longer than the memory traces incurred
during or after prolonged exposure to higher levels of corticosteroids.

The period between the second and third weeks of corticosterone
administration was critical for normal development and fixing of memory
traces in the group with elevated corticosterone ([1CS]). For groups with
increased corticoliberin ([fCRH] and [f{CRH1CS]) were the first signs of
behavioral disturbances observed between the second and third weeks of
application, but might occur earlier. For these two groups from the results
was not possible to determine it, because in this time no behavioral tests
were performed.

From our experiments implies that CRH and glucocorticoids affect
behavior to some extent in antagonistic manner. While the preponderance of
corticoliberin acts and deeps anxiosity, in contrary excess of glucocorticoids
induces tranquility. The effect of the relation between these two
simultaneously acting on the brain hormones can be applied to modulate
behavioral expression. The combined influence of both hormones, is not the

sum or product of their isolated effects, but it has another, different quality.
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