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Funkéni morfologie hippocampalni formace

Hippocampus je kli¢ovou, intenzivn¢ studovanou, slru’klumu limbického systému.
Byla mu priznana fada uloh, za vSechny jmenujme Fizeni nékterych typd chovam a organizaci
pamétovych stop. Tato struktura neni zkouména jen z divodu pom_ﬂm jeji ulohy v ramci
celého centralniho nervového systému (CNS), ale je studovéna 1 z hlediska obecnych
nervovych funkci. Hippocampus ptedstavuje idedlni model v nprfologlck_)"_ch 'sluduch
vzhledem ke svému pomérné pravidelnému rozloZeni neurond a jejich dendritickych poli,
podrobnému popsani aferentnich i eferentnich drah a v neposledni fadé vzhledem ke svém,x
dlouhému postnatalnimu vyvoji, ktery umozfuje studium zmén béhem ontogeneze (Pokorny,
1982).

Kainat a jeho vliv na centralni nervovy systém

Kainat (kyselina kainovd, KA) byl poprvé izolovan z motské fasy Digenea simplex. Po
druhé svétové valce byl v Japonsku pouzivan jako antihelmintikum. Teprve v sedmdesétych
letech minulého stoleti popsali Shikonazi a Konishi jeho toxické u¢inky na centralni nervovy
systém savcl (Shikonazi a Konishi, 1970), ¢imZ byla odstartovéna éra experimentdlniho
pouzivani kainatu jako modelu lidské temporéIni epilepsie, ale i dal§ich neurodegenerativnich
chorob. V roce 1974 Olney publikoval vysledky préce sledujici podrobné neurotoxické
uginky kaindtu na CNS (Olney a spol., 1974).

Nejéastéji pouZivanym savcem pro studium Kaindtu je laboratorni potkan. Pouze
nékolik praci studovalo jeho ukinky na ko¢kéch (Tanaka a spol., 1982), kralicich (Smialowski
a Smialowski, 1981) nebo mylich (Kleinrok a spol, 1980). Vzdsadé je moiné kainat
aplikovat lokéln& nebo systémové.

Mechanismy toxicity kainatu a jejich vyznam pro po¥kozeni CNS

1. Molekuldmi mechanismy
Exaktni a pfesny molekuldmé-biologicky mechanismus, jakym kainét vyvoldva zénik

buiky, nebyl dosud uspokajivé objasnén, nicméné existuje fada hypotéz.

a) Zanik buiky je zpisoben opakovanou excitaci neuronu, ¢oZ v souhrnu vede k
ireverzibilnimu rozvratu iontové rovnovéhy neuronu a k vyerpéni energetickych zdsob
butiky. Zanik bustky je zpisoben i excesivnim vzestupem intraceluldrni koncentrace Ca¥ v
nervové buiice, coZ je disledek extrémné zvySené neurondlni aktivity (Olney a spol., 1979,
Ben-Ari a spol, 1981).

b) Intenzivni z4chvatovité aktivita vyvold poruchy vaskuldmi dynamiky v CNS resp. tvorbu
toxickych produktd zvySeného metabolismu (laktét) s ndslednou zménou tkéfiového pH, coZ
vede k zaniku buiky (Lothman a Collins, 1981).

¢) Extrémné zvyieny bunény metabolismus behem zachvatovité aklivity vyvolava
nadprodukci volnych radikald, které pak mohou byt zodpovédné za bunéénou smrt (Blennow
aspol,, 1978, Wang a spol., 2005).

2. Buné¢né mechanismy
Studiem popisovaného zviteciho modelu neurodegenerace byly definovény a v sou¢asné

dobe jsou nadale dopliiovany mechanismy, kterymi kainat popisovane léze CNS vyvolava.

A) Kaindtem pfimo indukované .axonv $etfici léze*
Kaindt, je-li aplikovin systémové, pickratuje pouze v nepatrném mnoZstvi
hematoencefalickou bariéru (HEB) a poskozujc vulnerabilni struktury mozku, ptedeviim

hippocampus. ve kterém vyvolava excitotoxické léze (Olney a spol., 1978, Kahler a Schwarz,
1983). Jednim z divodd znaéné citlivosti hippocampu ke kaindtu je vysokd denzita
kaindlovych receptord v této oblasti (Unnerstall a Wamsley. 1983). Hippocampus je poskozen
i tehdy, je-li kainét lokdlné aplikovén do jiné struktury CNS, naptiklad amygdaly nebo striata.
Tyto .vzddlené léze" mohou byt podle nékterych autord zpisobeny prostorovou difuzi
kaindtu (Zaczek a spol, 1978, Ben-Ari, 1980b), podk jinych se jedné spide o poskozeni
zachvaty, které hippocampus sckundérné ahteruji.

B) Excitotoxicita a léze zpisobené aktivaci excitatnich pervovych drah

Prvni uceleny koncept pojmu excitotoxicita podal na konci sedmdeséatych let John
Olney (Olney, 1978). Definuje ji jako: “proces vedouci k zéniku nervovych bunék,
zapfi¢inénym excesivni aktivaci glutamatovych receptord“. Role tohoto procesu v etiologii
fady chorob centrdini nervové soustavy je nepopiratelnd (pfedevdim chorob
neurodegenerativnich) a je velmi intenzivné studovéna jak experimenty in vitro, tak in vivo
(Langmeier a spol, 2003, Sanelli a spol., 2007, Vaslin a spol, 2007).

C) Kamdtem indukovan undé
patologickvmu jevy (hvpoxie, edém)

Je pochopitelné, Ze pti interpretaci disledkd aplikace kaindtu je tfeba uvazovat, zda
podéni této létky naruSuje celotélovou homeostazu zvifete. Podéni excitotoxinu provazi
masivni edém mozku, nespecifickd progredujici nekréza mozkové tkang, masivni hemorhagie
a demyelinizace (Sperk a spol, 1983). Vyznamnou roli pti poskozeni mozku hraje pfedevsim
zminény edém. Casny cytotoxicky edém zpisobeny konvulzemi miZe vést ke kompresi
vendznich splavil a celkové tak narusit cévni zdsobeni mozku. Uinné diuretickd 1é¢ba v
Casném stddiu rozvoje edému vede ke snifeni intenzity zéchvatu a snifuje nespecifické
poskozeni mozku (Lassmann a spol, 1984).

D) Kaindtem indukované zménv hematoencefalické bariérv

Zéchvatovita aktivita plispivd v rizné mife k podkozeni HEB a jejimu naslednému
otevieni (Nitsch a spol, 1986). Zvysena je aktivita transmembranového transportu, zatimco
.dight junctions” zistdvaji neposkozeny (Lassmann a spol, 1984). HEB jevi zndmky
poskozeni jesté nékolik hodin po aplikaci kainatu a tyto zmény jsou pozorovatelné v celém
jejim rozsahu. Pozdéji vykazuje HEB poskozeni v téch oblastech CNS, které jsou na kaindt
nejcitlivéjsi (Lassmann a spol., 1984).

Nikotin a jeho vliv na centralni nervovy systém

Nikotin je jednou z nejvyznamnéjiich soudssti tabikového koufe (Benowitz, 1986).
Alkoliv destruktivni u¢inek koufeni na zdravi se mé za prokézany (Murray a Lopez, 1997,
Abreu-Villaga a spol., 2003), byly samotnému nikotinu v poslednich letech ptipsany pozitivni
vlastnosti, jako je zlepSeni kognitivnich funkci, pozomosti, uleni a zlepieni tvorby
pamétovych stop (Bartus, 2000, Picciotto a Zoli, 2002). Tyto jevy jsou pak zvlasté patrné
béhem stérnuti, a proto se nikotin stal intenzivné studovanou latkou (Decker a spol., 1995,
Picciotto a Zoli, 2002, Riljak a Langmeier, 2005).

Na moZné neuroprotektivni vlastnosti nikotinu poukazaly v poslednich letech jak
studie in vitro, tak ptedeviim in vivo (Shin a spol., 2007). Jednordzové podani nikotinu v
ddvce 0.5mg/kg vede k signifikantnimu zmirnéni behavioralné-motorickych projevi), které
jsou béZné vyvolavény aplikaci kyseliny kainové (Borlongan a spol, 1995). Déle byla
prokézéna schopnost cigaretového koufe zmirfiovat epileptogenni u€inky kaindtu a autofi
ptipisuji tento uCinek aktivaci nikotinovych cholinergnich receptord (Kim a spol, 2000).



Studie zaméfeny ponékud jinym smérem, a to na problematiku stéfi, prokazaly, 2e nikotn
zlepSuje uleni a pamét’ ve stafi. resp. odstrafiuje nebo zmirfuje deficit téchto kogmlwmch
vlastnosti v animélnich modelech stafi (Carrasco a spol., 200§). v gx_penmenlech
provadénvch in vitro bylo popséno, Ze nikotin, je schopen Zmirnit projevy _loxncnty vyvglané
kyselinou glutamovou (Minana a spol., 1998, Maggio a spol, 1998), amyloidem beta (Kihara
aspol, 1997) a etanolem (Li a spol., 1999). )
Mechanismus, ktery tyto G&inky nikotinu zpdsobuje, neni doposud zném. V literatufe
panuje nicméné shoda, e nikotin pravdépodobné ovliviiuje Zivotni cyklus blfhky fadou
zasahd, od jemné modulace intracelulirnich enzymatickych kaskad a2 po razantni zdsahy do
bunééné homeostazy (napf. kakiové apod.). o
Ve zjednodusené formé lze doposud diskutované mechanismy neuroprotektivniho uCinku
nikotinu rozdélit:

1. Neuroprotektivni i¢inek nikotinu kalcium-dependentni

(i) Nikotin mdZe aktivovat fosfatidylinositol-3-kindzu a dalsi signalni molekuly, které
zvySuji expresi kalcium pufrujicich proteind (kalbindinu a daldich), ty pak umoZiiuji udrzet
vépnikovou homeostdzu i b&hem excitotoxického inzultu (Prendergast, 2001, Bailador a
Wonnacott, 2004).
(i) Jinym vépnik-dependentnim mechanismem je napfiklad zvySené uvolnéni
neurotransmiteru dopaminu v enimélnim modelu Parkinsonovy choroby, nikotin tak zmirfiuje
nebo zcela odstratiuje jeji projevy (Grady a spol., 1992, Zhou a spol., 2001).

2. Neuroprotektivni udinek zpisobeny expresi neuroprotektivnich faktord .
Nikotin stimuluje produkci a uvolnéni fady neurotrofickych faktord (napf.: brain

derived neurotrophic factor, basic fibroblast growth factor, nerve growth factor), které pak
zabrafiuji zaniku neurond nebo jsou ptitinou jejich vys§i odolnosti (Belluardo a spol., 2000).

3. Regulace apoptézv

Nikotin ovliviiuje expresi antiapoptotickych faktord, respektive vyvovald inhibici
faktori proapoptotickych. Jedna se pfedevsim o upregulaci antiapoptotického markeru Bcl-2 a
dale o inhibici kaspazové kaskddy (Garrido a spol., 2001, Hejmadi a spol., 2003).

4. Antioxidatni viastnosti nikotinu (inhibice radikalového stresu)

Nekteré prace poukazuji na antioxidagni vlastnosti nikotinu, s tim, Ze by nikotin mohl
branit formaci volnych kyslikovych radikald. Naproti tomu ale existuji prace, které naopak
nikotinu ptipisuji prooxidalni vlastnosti a v souhrnu tedy panuje na tento mechanismus
nikotinové neuroprotekce nejednotny nézor (Newman a spol., 2002).

Oxid dusnaty a jeho uloha v centralnim nervovém systému

Oxid dusnaty (NO) je dileZitou signdlni molekulou, kterd se podili na celé fadé
fyziologickych i patologickych procest v centrélni nervové soustavé. NO je vysoce labilni
plyn, neni skladovén a velmi snadno difunduje tkanémi k mistu svého pisobeni. V CNS pini
Glohu tzv. atypického neuromodulétoru (Dawson a Snyder, 1994) a ulastni se déji jako je
uvolfiovani neurotransmiterd (Guevara-Guzman a spol. 1994, Schuman a Madison 1994),
formovani pamétové stopy (Bohme a spol, 1991, Bohme a spol., 1993) a v neposledni fadé
ovliviiuje excitabiltu nervovych bunék (Proctor a spol, 1996). Kromé zminénych
fyziologickych roli, se oxid dusnaty G¢astni i v patogenezi tady chorob, v CNS pak pfedevSim
chorob neurodegenerativnich (Dawson a spol, 1991, Iadecola. 1997).

NO vzniké spole¢né s L-citrulinem z L-argininu 2a ptitomnosti nitric oxid syntazy
(NOS), ktera celou reakci katalyzuje. Jsou zndmy 3 izoformy nitric oxid syntdzy. Neurondlni
NOS (nNOS), ktera byla poprvé izolovina z cerebela, je spole&né s endotelidlni NOS (eNOS),
poprvé izolovanou z endotelii, z&visl4 na vzestupu intracelulérniho kalcia, pfedevsim je pak
akuvovana vazbou kalcia na kalmodulin, ob& izoformy jsou nazyvény konstitutivnimi
enzymy. Oproti tomu inducibilni NOS (iNOS) Ize detekovat aZ po navozeni genové exprese a
jeji aktivita neni zdvisldé na kalciu. Je exprimovdna astrocyty a mikroglii pouze za
patologickych stavil mozku, které jsou doprovazeny zénétlivou reakci. Jedna se pfedevsim o
hypoxii, iktus, trauma, infekce, neurodegenerativni onemocnéni a staruti (Endoh a spol.,
1994, Clark a spol, 1996, Kreutzberg, 1996, Mander a Brown, 2004).

V centralnim nervovém systému jsou pfitomny vSechny 3 izoformy NOS. eNOS je
pfitomna v endotelu mozkovych cév a iNOS v aktivovanych neurogliich. Hlavni formou NOS
je viak neurondlni NOS. NO syntézujici neurony byly primarné pokladany za subpopulaci
GABA-ergnich neurond, nicméng bylo prokézdno, ¢ nNOS miZe kolokalizovat s celou
tadou medidtory, jako jsou monoaminy, acetylcholin, glutamat & neuroaktivni peptidy (Atoji
a spol., 2000, Mouchova a spol, 2000, Jinno a spol., 2001).

Mechanismus, jakym NO ptispivd k patogenezi zminénych chorob, nebyl doposud
piné objasnén. Jednim z vysvétleni by mohla byt jeho (ast v kaskdd& d&jd souvisejicich s
excitotoxicitou. Dawson a spolupracovnici prokézali, e s¢ NO vyznamn& podili na vyvoji
excitotoxicity zplsobené aktivaci NMDA receptord, kdy inhibitory NOS zcela zabranili
zéniku kortikdlnich neurond vystavenych plsobeni glutamatu a stejny vysledek mélo i
odstranéni L-argininu z kultivainiho media (Garthwaite, 1991, Dawson a Dawson, 1996,
Burney a spol., 1997). Excesivni formace NO je déle povaZovéna za rozhodujici moment pti
poSkozeni mozku litkami vyvolavajicimi zdchvatovou aktivitu neurond, jako jsou inhibitory
acetylcholinesterdzy a agonisté cholinergnich a glutamatovych receptord (Milatovic a spol.,
2002). NO totiz ochotné reaguje se superoxidovym aniontem za vzniku vysoce reaktivniho
peroxynitritu, ktery je pak vlastnim aniontem zprostfedovivajicim toxicitu oxidu dusnatého.
Peroxynitrit reaguje s proteinovymi komponenty buiky, poskozuje DNA a aktivuje jak
kaspaza-dependertni, tak independentni dréhu bunéiné smrti (Blomgren a Hagberg, 2005,
Rodrigo a spol,, 2005). S&m oxid dusnaty je déle schopen modifikovat nékteré bun&né
proteiny nitraci a nitrosylaci a takto modifikované proteiny mohou narudovat buné&né funkce.
Je ale tfeba podotknout, Ze systém nitrosylaci nitraci je vyznamnym regulatnim
mechanismem funkce proteind i za fyziologickych stav a podminek (Zhang a spol., 2005).
Oxidu dusnatému byla rovnéZ ptipsana tloha v toxicité kaindtu. Milatovic a spolupracovnici
prokézali, Ze aplikace kaindtu vyvolava vzestup koncentrace citrulinu a NO, kiery by mohl
poSkodit strukturu busiky (Milatovic a spol, 2002).

Cile prace

Cilem préce bylo zjistit, zda v obdobi rané ontogeneze:

L podany kainét ovlivni denzitu (potet bunék na plochu fezu ve vymezené oblasti)
NADPH-diaforaza pozitivnich neurond v hippocampu

IL podany nikotin ovlivni denzitu NADPH-diaforéza pozitivnich neurond
v hippocampu

IIl.  premedikace nikotinem pted podanim kaindtu ovlivni denzitu NADPII-diaforiza
pozitivnich neurond v hippocampu

IV.  premedikace nikotinem pfed podénim kaindtu ovlivni degeneraci hippocampu
vyvolanou kaindtem



Pracovni hypotéza

Pracovni hypotéza [. ) )
Aplikace kainétu sniZ{ denzitu NADPH-diaforéza pozitiviich neurondt v hippocampu.

Pracovni hypotéza II. ) N
Aplikace nikotinu zvysi denzitu NADPH-diaforéza pozitivnich neurond v hippocampu.

Pracovni hypotéza III. ]
Aplikace nikotinu pfed podénim kaindtu zvy3i denzitu NADPH-dafordza pozitivnich

v porovnéni s experimentéini skupinou, které byl podén pouze kainét.

Pracovni hypotéza IV. o )
Aplikace nikotinu pfed podénim kainétu zmirni degenerativni zmény, které kainét

v hippocampu vyvolavé.
Metodické postupy

Pokusné zvifata

Viechny pokusy byly provadény ve Fyziologickém ustawu 1. LF UK na samcich
laboratorniho potkana kmene Wistar vlastnto chovu (Rattus norvegicus). Zvifata byla
chovéna ve zvifetniku za standardnich podminek Teplota prostfedi byla automaticky
udriovéna na 24+1°C, vlhkost byla 60%. Periody tmy a svétla se stfidaly po 12 hodinéch.
Zvitata byla chovéna v plastikovych akvériich s pilinovou podestylkou (30 x 30 x 40 cm) a s
volnym pistupemk vodé a potravé (komeriné vyrab&né pelety). Mlédata byla kojena matkou
a odstavena na konci 3. tydne. PouZivali jsme mldd'ata stard 18, 25 a 35 dn.. Den narozenf byl
poditdn jako nulty den. Vechny experimenty na zvifatech byly provadény v souladu se
zékonem na ochranu zvifat proti tyréni & 146/1992 Sb. tak, aby byl minimalizovén jejich
nezbytny podet. Pfedkladatel této préce je dr¥itelem pHislusného atestu a absolvoval skoleni
dle znéni zékona.

likace ldtek
K pokusim jsme pouZili samce ve v&ku 18, 25 a 35 dni. V kazdé v&kové skupiné jim

byly intraperitonedlné podény tyto létky:

1. kainét v dévce 10mg/kg (skupina KA)

2. nikotin v ddvce 1mg/kg (skupina Nic)

3. nikotin v dédvce 1mg/kg 30 minut pfed podédnim kaindtu v ddvce 10mgkg (skupina
Nic+KA)

4, fyziologicky roztok v odpovidajicich objemech (skupina C)

Perfuze

Dva dny po splikaci pfisluinych litek (tedy ve wku 20, 27, a 37 dni) byla zvifata
v hluboké thiopentalové narkéze transaortiné perfundovana 4% paraformaldehydem v 0,1 M
fosfatovém pufru o pH 7,4. Mozky byly vyjmuty z kalvy a po 1 hodinové postfixaci ve 4%
puffovaném neutrdlnim paraformaldehydu byly prosyceny 20% roztokem sachardzy k
zaji$téni kryoprotekce.
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Histochemické metody

Histologické analyze bylo podrobeno celkem 96 samci, tedy 8 v kaZdé vékové a
experimentélni skupiné. Bylo pouZito:
a) histochemické barveni na prikaz NADPH-d (nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfét-
diaforéza) pozitivnich neurond, tedy neuron produkujicich NO (nitrergni neurony),
b) kombinace histochemického barveni Fluoro-Jade B a bis-benzimidu (Hoechst 33342), kter4
umoZiuje detekovat jak zanikajici neurony, tak soutasn¥ hodnotit jadernou DNA (tedy de
facto hodnocen{ probihajici apoptézy). Tato dvé& barveni jsou barveni fluorescenini, majici
svijj .excitalni peak" v jiné Casti spektra, coZ umoZiiuje tato barveni kombinovat na jednom
fezu a hodnotit tak oba parametry. To vyznamné snifilo polet experimentdlnich zvifat
potfebnych k analyze.

a) Barveni na prikaz NADPH-d pozitivnich neuroni

Po nakréjeni 40 pm tlustych transverzdlnich fezd na kryostatu byly tyto fezy
inkubovény v 0,1 M fosfétovém pufru obsahujicim 0,5 mg/ml B-NADPH reduktézy (Sigma),
0,2 mg/ml Nitro blue tetrazolium (NBT, Sigma) a 0,3% Triton po 4 hodiny pfi 37°C v
termostatu. Po této reakci byly fezy ponofeny do 0,1 M fosfétového pufru a uchovény pti 8°C
po dobu 16 hodin. Po histochemické reakci byly fezy umistény na pfedZisténd podloni skla
Microscope Slides (Menzel-Glaser), potaZend 0,5% Zelatinou, usuSeny a plekryty krycimi
skly Microscope Cover Glasses (Menzel-Glaser) za pouZiti D.P.X. Neutral Mounting Medium
(Aldrich) (Wang a spol., 2001).

V jednotlivych fezech byly NADPH-d pozitivni neurony kvantifikovény v optickém
mikroskopu Olympus AX 70 Provis.

Ke kvantifikaci bylo pouZito vdy 25-30 frontélnich fezi ziskanych v AP roving 2,5-4
mm od bregmatu z kazdého mozku. V fezech byly vymezeny hranice oblasti hippocampu, v
nichZ byl stanoven polet viech NADPH-d pozitivnich bunk bez ohledu na intenzitu
zbarveni. V dals{ 3sti nadf studie pouZivany termin denzita NADPH-d pozitivnich bun&k tedy
vyjadtuje celkovy potet NADPH-d pozitivnich bun&k v pfisluné hodnocené oblasti v jednom
fezu, a to:

1) v CAl oblasti hippocampu

2) v CA3 oblasti hippocampu

3) v hilus gyrus dentatus

4) ve ventrélnim listu gyrus dentatus (VB DG)
5) v dorzélni listu gyrus dentatus (DB DG).

V rdmci statistického hodnoceni jsme sledovali rozdily hodnot u kontrolnich a
experimentélnich skupin a u vybranych experimentélnich skupin navzéjem. Ke statistickému
vyhodnocovéni sledovanych parametrt jsme pouZili program GraphPadPrism 2.01, analyzu
rozptylu One Way Anova a k porovnéni rozdilného pottu neurontl nepérovy t-test. Hladina
vyznamnosti byla stanovena na 5% (p < 0,05).

b) Kombinace barveni Fluoro-Jade B a barveni bis-benzimidu (Hoechst 33342)

V kryostatu nakrdjené 40 pm tlusté transverzalni fezy byly inkubovany v0,1 M
fosfdtovém pufru, poté pfeneseny na podloZni skla Microscope Slides (Menzel-Glaser)
potaZené 0,5% Zelatinou a déle suSeny pfi teploté S0°C po dobu nejméné 30 minut. Takto
uchycené fezy byly proplachovény S minut v roztoku sestévajiciho se z 1% roztoku hydroxidu
sodného a 80% roztoku alkoholu, ndsledné byly proplachovény vZdy po dobu 2 minut nejprve
v roztoku 70% alkoholu a poté v destilované vod&. Rezy byly déle ponechény po dobu 10
minut v 0,06% roztoku manganistanu draselného a pak promyty v destilované vodé.
Nésledovala inkubace s roztokem Fluoro-Jade B (Histo-Chem Inc.), pfi jehoZ pouliti se fedi
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j . i roztok (10 evného praskového Fluoro-Jade B rozpusténého ve 100 ml
Jc;atrs(t)ilt:\‘/lanzéé f/{:)t:;;). Pro vlfastn?a:/eni se 4ml zésobniho rozto!(u rozfedi v 96 ml 0,1% rpztoku
kyseliny octové. Po 20 minutové inkubaci jsou fezy promyvény opakované v destilované
vodk V dalsi fézi se Fezy inkubuji v 0,01% roztoku bis-benzimidu (33342 Hoechst, Sigma)
po dobu 10 minut a dehydratuji vzestupnou fadou alkohold (70%, 80%, 96%). Vyschlé tezy
jsou projastiovany v Xylenu a nédsledné zamontovany mediem D.P.X. Neutral Mounting
Medium (Aldrich), pfekryty krycim sklem Microscope Cover Glasses (Menzel-Glaser) a
ususeny v termostatu.

Semikvantitativni analyza barveni Fluoro-Jade B/Hoechst 3334.2. b)'/la provedena
v identickych oblastech definovanych vy3e pro kvantifikaci NADPH-d pozllvmch .bur}ék

K hodnoceni byla pouzita skéla (0) az (+++): (0) Fluoro-Jade B pozitivni busiky
nepfitomny, (+) Fluoro-Jade B pozitivni bufiky sporadicky pfitornny, (+'+) Fluoro-.!ade B
pozitivni butiky pfitomny ve skupindch, (+++) Fluoro-Jade B pozitivni buiiky pfitomny
difizng v celé oblasti, celd oblast postizena degeneraci.

V barveni Hoechst 33342 byly hodnoceny zmény jaderné¢ho chromatinu a analyzovéna
ptitomnost apoptotickych télisek.

Vysledky

18-denni zvifata

Kvantifikace NADPH-d pozitivnich neurond

1.

Aplikace nikotinu vdivce Img/kg ip. zvySuje denzitu NADPH-d
pozitivnich neurond v CAl (o 28%, P <0,01) a CA3 (o 48%, p < 0,001)
oblasti hippocampu a v hilu gyrus dentatus (o 31%, p <0.001) (Obr. 8)

Aplikace kaindtu v divce 10mgkg ip. smifuje denzitu NADPH-d
pozitivnich neurond v CAl (0 39%, p < 0,001) a CA3 (o 43%, p <0,001)
oblasti hippocampu a v hilu gyrus dentatus (o 31%, p <0,01) (Cbr. 9)

Premedikace nikotinem v ddvce 1mg/kg 30 minut pfed aplikaci kainatu
vede ve srovnéni s experimentalni skupinou, které byl podén pouze kainét ke
ovySeni NADPH-d pozitivnich bunék v oblasti CA3 (o 85%, p < 0.05) (Obr
10)

Premedikace nikotinem v dévce 1mg/kg 30 minut pted aplikaci kainatu
vede ve srovnéni s kontrolni skupinou ke snffen{ NADPH-d pozitivnich
bungk v oblasti CA1 (o 21%, p <0,05)(Obr. 11)
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Obr. 1 18 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neurond (M+SEM)
v jednotlivych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrdlni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvifat, kterym byl podén ip. niketin
(Nic) v ddvce Img/kg. Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***).

15
CA1 ca3
fo
!15 ! W
.: - E L1}
£ £s
2 2
c Mc L+ NictKA o - Nic KA NicHQ
Dorsal blade of hs dentate Ventral blade of the dentale
20
g
325‘ ns. E 15 ns.
':: Zao
H 10 is
R L T 0 No KA HovRA
Hilus
Eu‘ Bl
E 10 L)
£,

C No KA NiotKA

Obr. 2 18 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neurond (M+SEM)
v jednotlivych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrdini a
dorzlni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvifat, kterym byl podén i.p. kalnat
(KA) v dévce 10mg/kg. Hladina vyznamnosti: p <0,05 (*), p < 0,01 (**), p <0,001 (***).
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Obr. 3 18 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neurond (MzSEM)
v jednotlivych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventréln{ a
dorzélni list gyrus dentatus) u zvifat, kterym byl podén nikotin v dévce Img/kg 30 minut
pled aplikaci kaindtu v ddvce 10mg/kg (Nic+KA) a zvifat, kterym byl podén pouze kalnat
(KA) v dévce 10mg/kg. Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*), p <0.01 (**), p < 0,001 (***).
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Obr. 4 18 demni zvifata: Denzita NADPH-diaforiza pozitivnich neuront (M+SEM)
v jednothvych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrélni a
dorzlni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvitat, kterym byl podin nikotin v
ddvce Img/kg 30 minut pied aplikaci kaindtu v divce 10mg/kg (Nic+KA). Hladina
vyznamnostr. p < 0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***).



7.1.2. Semikvantitativni analvza fez barvenvch kombinaci Fluoro-Jade B-Hoechst 33342

1. Aplikace nikotinu v davce 1mg’kg nevede k degeneraci v 2ddné ze sledovanych
oblasti (Tab. 1). Fluoro-Jade B pozitivni busky nebyly pozorovany. DNA barveni
Hoechst 33342 neodhalilo 2ddné znamky fragmentace jaderného chromatinu.

2. Aplikace kalnatu vdivce Imgkg vede k degeneraci ve viech sledovanych
oblastech. Tato degenerace bunik je mirna, nejvyraznéjsi v CAl a CA3 oblastech
hippocampu a hilus gyrus dentatus (Tab. 1). Jemna fragmentace jaderného
chromatinu byla pozorovana v barveni Hoechst 33342.

3. Premedikace nikotinem v dévce Img/kg 30 minut pfed podinim kaindtu v dévce
10mg/kg vede ke zmirnéni degenerativnich zmén ve sledovanych oblastech. Tento
protektivni vliv je zvIa$té patmy v oblasti hilus gyrus dentatus (Tab. 1). Barveni
Hoechst 33342 v této skuping nedetekovalo Zidné patologic jaderného chromatinu.

4 Fyzologicky roztok podany v ekvivalentnich objemech nevyvolal Zidné tkatové

zmény (Tab. 1).
Exp.skupina C KA Nic Nic+KA
' Area
1
CAl 0 + 0 o+
CA3 | 0 + 0 v+
Hilus 0 +H++ 0 0/+
VB DG 0 o+ 0 0
DB DG 0 0/+ 0
~Tab. 1 Analyza Fluoro-Jade B poativivnich bundk ve sled ych obl h C- Ini skupra (aplikovan
fyaologicky roztok v ekvivalentnich objemech), KA - experi lni skupina, které byl podan kaindt i p. v davce 10mg/kg.

Nic - e:fpenmemilm' skupina, ktere byl podin rekotn 1.p. v divce Imgkg. NictKA - expenmentilru skupina, které byl
podin nikotin v dévee Img/kg 30  minut pied aplikaci kainatu v davee 10mg/kg. K hodnoceni byla poufita dkala (0) a2
(+++): (0) Fluoro-lade B pomtivm bufiky neptitamny., (+) Fluaro-Jade B poatvni bufiky sparadicky plitormny, (++) Fluoro-
Jade B pozitivnd bufiky ptitormny ve skupinach, (+++) Fluoro-Jade B paativm busfiky plitomny difiznd v celé oblasti, cela
oblast post2ena degenema

25-denni zvirata

1. Aplikace nikotinu v dévce Img/kg ip. zvpfuje denzitu NADPH-d pozitivnich

neurond v CA3 oblasti hippocampu (0 31%, p < 0,001), v hilu gyrus dentatus (o
18%, p < 0,05) a ve ventralnim listu gyrus dentatus (0 23%, p < 0,05) (Obr. 14)

. Aplikace kainfitu v ddvce 10mgkg i.p. smifigje denzitu NADPH-d pozitivnich

ncuro.nﬁ v CAl (0 37%, p < 0,001) a CA3 (0 46%, p < 0,001) oblasti hippocampu
a vhilu gyrus dentatus (o 23%, p < 0,01), vdorzélnim (o 19%, p < 0,001) a
ventralnim (0 22%, p < 0,05) listu gyrus dentatus (Obr. 15)

. Premedikace nikotinem v ddvce 1mg/kg 30 minut pred aplikaci kaindtu vede ve

srovnani s experimentdlni skupinou, které byl podan pouze kainat ke zvy¥ems
NADPH-d pozitivnich bunék v oblasti CA1 (0 28%, p <0,05) a CA3 (0 24%, p <
0,05) oblasti hippocampu, v hilus gyrus dentatus (o 21%, p < 0,05), a ve
ventralnim listu gyrus dentatus (0 30%, p <0.01). V dorzdlnim listu gyrus dentatus
doslo ke sniteni (0 15%, p<0,01)  (Obr. 16),

. Premedikace nikotinem v dévce 1mg/kg 30 minut pted aplikaci kainitu vede ve

srovnéni s kontrolni skupinou ke snfZenf NADPH-d pozitivnich bungk v oblasti
CAl (0 19%, p < 0,05) a CA3 hippocampu (o 33%, p <0,001) a v dorzlnim listu
gyrus dentatus (o 31%, p < 0,001) (Obr. 17)
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Obr. § 25 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuront (M<SEM)
v jednotlivych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrélni a
dorzdlni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvifat, kterym byl podén ip. nikotin

(Nic) v dévce Img’kg. Hladina vyznamnosti: p <0,05 (*), p < 0,01 (**). p <0,001 (***).
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Obr. 6 25 denni zvifata: Denzita NADPH-diaforéza pozitivnich neuroni (M+SEM)
v jednotlivych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrilni a
dorzélni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvifat, kterym byl podén i.p. kainat
(KA) v dévce 10mg/kg. Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).



22

CA3
¥15
240
No KA NigsKA No KA Mo+HA
Dorsal blade of the dentate Ventral biade of the dentate
ayrus @rus

Obr. 7 25 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neurond (MtSEM)
v jednotlivych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventréini a
dorzélni list gyrus dentatus) u zvifat, kterym byl podén niketin v ddvce 1mgkg 30 minut
pled aplikaci kainAtu v ddvce 10mg/kg (Nic+KA) a zvifat, kterym byl podén pouze kainat
(KA) v davce 10mg/kg. Hladina vvznamnosti: p <0.05 (*). p <0,01 (**), p <0,001 (***).
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Obr. 8 25 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuront (M+SEM)
v jednotlivych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu. hilus, ventrilni a
dorzélni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvifat, kterym byl podan nikotin v
dévce Imgkg 30 minut pfed aplikaci kaindtu v dédvce 10mg/kg (Nic+KA). Hladina
vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p <0,001 (***).



emikvantitativni analyza tezi barvenych kombinaci Fluoro-Jade oechst 3334

1 Aplikace nikotinu v divce 1mgkg nevede k degeneraci v 24dné ze sledovanych
oblasti (Tab. 2). Fluoro-Jade B pozitivni butky nebyly pozorovény. DNA barveni
Hoechst 33342 neodhalilo 24dné zndmky fragmentace jaderného chromatinu.

2 Aplikace kaindtu v ddvce Imgkg vede k degeneraci v CAl a CA3 oblastech
hippocampu a vhilu gyrus dentatus (Tab. 2). V barveni Hoechst 33342 byla
pozorovéna jemn4 fragmentace jaderné¢ho chromatinu.

3  Premedikace nikotinem v ddvce 1mg/kg 30 minut pfed podénim kaindtu v ddvce
10mg/kg vede ke zmirndni degenerativnich zmén v oblastech, které jevily
morfologické zmény pfi podédni kaindtu samotného. Tento protektivni vliv je
patmy tedy v CAl a CA3 oblasti hippocampu a v hilus gyrus dentatus (Tab. 2).
Barveni Hoechst 33342 v této skupiné nedetekovalo 24dné patologické projevy
jaderného chromatinu.

4 Fyziologicky roztok podany v ckvivalentnich objemech nevyvolal 2ddné tkditové
zmény (Tab. 2).

Exp.sknpina C KA Nic Nic+KA
Area
CAl 0 + 0 o+
CA3 0 + 0 o+
Hilns 0 + 0 o+
VB DG 0 0 0
DB DG 0 0 0 0
Tab. 1 Am]ym Fluoro- Jnda B pcmmvmch bunék ve s led ych obl h: C - i skupina (aplikovan
fy gicky roztok v ekvival ) KA - sklpm které byl pctﬁn kainat i.p. v dvce 10mg/kg,

Nlc expenmemilni skupina, které l:M podtn nikotin 1p v divoe lmglkg Nic+KA - experimentélni skupina, které byl
podén nikotin vdivoe Img/’kg 30 minut pred aplikaci kainitu v divce 10mg/kg. K hodnooeni byla pouta skala (0) a2
(+++): (0) Fluoro-Jade B peaitivni bufiky nepitomny, (+) Fluaro-Jade B pazitivrii bufiky sparadicky plitamay, (++) Fluoro-
Jade B poativi bufiky ptitomny ve skupinach, (+++) Fluaro-Jade B poativni bufiky pfitomny difizné v celé oblasti, cela
oblast posti 2ena degenemai

25

35-denni zvirata
Kvantifikace NADPH-d pozitivnich neurom}

1 Aplikace niketinu vdivce Imgkg ip. tvyluje denzitu NADPH-d pozitivnich

neurond v CA3 (o 48%, p < 0,001) oblasti hippocampu a v hilu gyrus dentatus (o 42%,
p <0,001)(Obr. 20)

Aplikace kaindtu vdévce 10mgkg ip. smifuje denzitu NADPH-d pozitivnich
neurontt v CAl (0 47%, p <0,001) a CA3 (0 32%, p < 0,001) oblasti hippocampu a v
hilu gyrus dentatus (0 34%, p <0,001) v dorzélnim (o 22%, p < 0,001) a ventrdlnim (o
34%, p <0,001) listu gyrus dentatus (Obr. 21)

Premedikace nikotinem v divce Img/kg 30 minut pfed aplikaci kaindtu vede ve
srovndn{ s experimentdlni skupinou, které byl podén pouze kainat ke zvy¥enf NADPH-
d pozitivnich bunék v oblasti CAl (0 41%, p < 0,001) a ve ventralnim listu ke sniZeni
(0 31%, p <0,05) (Obr. 22)

Premedikace niketinem v ddvce Img/kg 30 minut pfed aplikaci kaindtu vede ve
srovnini s kontrolni skupinou ke saeni NADPH-d pozitivnich bunék v oblasti CAl
(0 26%, p < 0,001) v hilu gyrus dentatus (o 39%, p < 0,001) a ve vertralnim listu
gyrus dentatus (o 54%, p <0,001) (Obr. 23)



26
CAl CA3
¥ ns. !
o
3o
: k]
]
‘ £
He KA Nie+KA No KA No+KA
Doisal blule of o doifn e Vartial blate of the dentge
gyius s

° Nie KA No+KA 0 4 Ho KA No+KA

iy -
o @~

Number of neurons
o

Obr. 9 35 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neurond (M:SEM)
v jednotlivych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrélni a
dorzélni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvifat, kterym byl podan ip. niketin
(Nic) v dévce 1mg'kg. Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*). p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).

CAl

Ni¢ KA No+KA

Doisal blwis of e dotdMe

NHumber o
-

27

CA3

T W

Ne KA Ho+KA

Vaimt al bl.wle of the dent e

qytus s
0
~ 3
Z‘o 1}
rEl l
Ne KA NosKA 0 ¢ N KA NeHa
Hiis
210
o
[}
£s
Neo KA Nio +KA

Obr. 10 35 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neurond (MzSEM)
v jednotlivych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu, hilus, \{entrélni a
dorzélni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvifat, kterym byl podén i.p. kain#t
(KA) v dévce 10mg/kg. Hladina vyznamnosti: p <0,05 (*), p <0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Obr. 11 35 dennf zvifata: Denzita NADPH-diaforéza pozitivnich neuront (M+SEM)

v jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrélni a
dorzélni list gyrus dentatus) u zvifat, kterym byl podén niketin v dévce 1mg/kg 30 minut
prred aplikacf kafnatu v divce 10mg/kg (Nic+KA) a zvifat, kterym byl podén pouze kainat
(KA) v dévce 10mg/kg. Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*), p <0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Obr. 12 35 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neurond (M:SEM)
v jednotlivych oblastech hippocampu (CAl, CA3 oblasti hippocampu. hilus, ventrilni a
dorzélni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvifat, kterym byl podén niketin v
dévce 1mgkg 30 minut pied aplikaci kainitu v divce 10mgkg (NictKA). Hladina
vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p <0,001 (***).
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Semikvantitativni ana]vza fezd barvenych kombinaci Fluoro-Jade B/Hoechst 33342

1. Aplikace nikotinu v divce 1mg/kg nevede k degeneraci v 24dné ze sledovanych
oblastf (Tab. 3). Fluoro-Jade B pozitivni buiiky nebyly pozorovany. DNA barveni
Hoechst 33342 neodhalilo 24dné zndmky fragmentace jaderného chromatinu.

2. Aplikace kaindtn v dévce Img/kg vede k vyrazné degeneraci v CAl a CA3
oblastech hippocampu a v hilu gyrus dentatus (Tab. 3). V barveni Hoechst 33342
byla pozorovdna jemné fragmentace jaderného chromatinu.

3. Premedikace nikotinem v ddvce 1mg/kg 30 minut pfed podanim kaim#tu v dévce
10mg'kg vede ke zmirnZni degenerativnich zmén v oblastech, které jevily
morfologické zmény pfi poddni kaindtu samotného. Tento protektivni vliv je
patmy tedy v CAl a CA3 oblasti hippocampu a v hilus gyrus dentatus (Tab. 3).
Barvenf Hoechst 33342 v této skupiné nedetekovalo Z4dné patologie jaderného
chromatinu.

4. Fyzologicky roztok podany v ekvivalentnich objemech nevyvolal 2édné tkéfové
zmény (Tab. 3).

Exp.skupina | C KA Nic Nlc+KA

Area

CA1l 0 +++ 0 +

CA3 0 ++ 0 0/+

Hilus 0 ++ 0 0/+

VB DG 0 o+ 0 0

DB DG 0 0+ 0 0

Tab. 1 Analyza Fluoro-Jade B pozitiviviuch bundk ve sledovanych obl h: C -} ini skupina (aplikovan
fyziologicky roztok v ekvivalentnich objemech), KA imentalni skupina, kleré byl podan keinati.p. v dévce 10mg kg,

Nic - experimentélni skupina, které byl podan nikotin i.p. v davee Img/kg, NictHKA - experimentalni skupina, které byl
podan nikotin v dévee Img/kg 30  minut pfed aplikaci kainitu v divee 10mg/kg. K hodnoceni byla pouita 2kila (0) a2
(+++): (0) Fluoro-Jade B pozitivni buiiky neptitomny, (+) Fluoso-Jade B poaitivni buitky sparadicky plitormny, (++) Fluoro-
Jade B pozitivni bufiky plitomny ve akupinich, (+++) Fluoro-Jade B poativni buitky pfitomny difizné v celé oblasti, cela
oblast posti Jena degenemd

Diskuze

Cilem prvni &ésti nadi studie bylo zhodnotit vliv kaindtu resp. nikotinu na nitrergn{
neurondln{ populaci. Tato populace neurondlnich bunék je charakterizovéna schopnosti
produkovat oxid dusnaty a to diky své specifické enzymatické vybave - nitric oxid syntdze. K
prikazu této bunééné populace byla pouZita histochemicka technika detekujici aktivitu jiného
enzymu — NADPH-diafordzy, ktera je tém&f ve 100% kolokalizovéna se zminénou nitric oxid
syntdzou (Wang a spol, 2001). Zména aktivity tohoto enzymu pak umoZsuje hodnotit
dynamiku této bunééné populace, a tim de facto zm&ny produkovaného oxidu dusnatého ve
sledovanych oblastech.

Aplikace nikotinu vyvolala ve viech vékovych skupinich bud’ zvySeni denzity
NADPH-d pozitivnich neurond, nebo na denzitu téchto bungk neméla vliv. Nikdy viak
aplikace nikotinu nevedla u 24dné sledované vekové skupiny ke sni¥eni denzity NADPH-d
pozitivnich neurond. Shodné ve viech v&kovych skupindch reagovaly na aplikaci nikotinu
zvydenim denzity NADPH-d pozitivnich neurond oblast CA3 hippocampu a oblast hilu gyrus
dentatus. Tyto oblasti jsou obecné popisoviny jako velmi citlivé k fad& podnétu a je tedy
pravdépodobné, Ze i nikotin zmin&né struktury modifikuje (Sperk a spol., 1983, Sperk, 1994).
Naopak na aplikaci nikotinu nereagovaly struktury listd gyrus dentatus (s vyjimkou
ventrdlniho listu gyrus dentatus u 25-dennich mldd'at). Terto ndlez koreluje s ndlezy jinych
autord, které listy gyrus dentatus popisujf jako oblast mimofddné rezistentn{ k mnoha noxdm
(napf. i déle diskutované kyseliné kainové). Sperk a spolupracovnici spekulujf, Ze tato
rezistence obou listd gyrus dentatus je déna jejich specifickou neurochemickou vybavou -
pttomnost{ neuropeptidu Y (Sperk a spol., 1983, Sperk, 1994). Mechanismus rezistence listd
gyrus dentatus viak bude jist¥ mnohem komplexn&j$i a v budoucnosti pravdépodobné
doplinén.

Zisadni otdzkou je, jakym mechanismem nikotin vyvoldvé zmény denzity populace
NADPH-d pozitivnich neurond. Jak jiZ bylo naznateno v Givodu, je exprese NOS vétiinou
kalcium dependentn{ proces (Wang a spol, 2001). Je zndmo, Ze aktivace nikotinovych
acetylcholinovych receptord je spfalena se vstupem kalcia intracelulérng a tato zvySend
koncentrace kalcia ve vnitrobunééném kompartmentu by mohla byt jednim z vysvétleni
zvy¥ené denzity NADPH-d pozitivnich bungk po aplikaci nikotmu. NADPH-d pozitivni
budiky byly opakované popsény jako elementy relativné rezistentni viti mnoha (pfedeviim
excitotoxickym) inzultdm (Behrens a spol, 1996, Kluchova a Marsala, 1999). Mechanismus
této rezistence nebyl sice doposud pfesng definovén a je velmi pravdépodobné, Ze se bude
jednat o cely soubor metabolickych zvldtnosti této populace bundk. Jisté je, Ze mitrergni
budiky in vitro vystavené excitotoxickym inzultdm v porovndni s non-NADPH-d pozitivnimi
buitkami jevi v&ti schopnost pfeiti Bylo by tedy moiné pfedpoklidat, Ze zvySeni denzity
NADPH-d pozitivnich bungk ve sledovanych oblastech hippocampélni formace jako reakce
na aplikaci nikotinu by mohlo byt jednou z hledanych moZnost{ neuroprotektivnich vlastnost{
nikotinu, tedy, e by tyto vlastnosti byly zprostfedkovény oxidem cusnatym.

Znamena ale zvyfeni denzity NADPH-d pozitivnich bunk skutelnd zvyenou
produkci oxidu dusnatého? Je tfeba pliznat, Ze odpovéd’ na tuto otdzku je nesnadnd. Kritické
diskuzi je tfeba podrobit predev$im jednotlivé metodiky méfeni oxidu dusnatého a je tfeba
pliznat, %e vZdy (vyjma té mé¥ici koncentraci NO pFmo ve tkini) se jednd o metody neplimé,
at’ jiz vychdzeji z méfeni néristu nebo bytku citrulinu (jako koproduktu nitric oxide
syntdzové reakce), nebo ze stanoveni aktivity NADPH-diafordzy s pfedpokladem vyie
zmin&né kolokalizace s nitric oxide syntdzou, tedy metodikou, kteid byla uZita v této praci.
2Zvydeni denzity NADPH-d pozitivnich neurond miZe byt tedy zplisobeno zvy¥enim aktivity
NADPH-diafordzy/nitric oxide symAzy. Interpretovat viak ndrist NADPH-d pozitivnf
populace zvy¥enou produkei oxidu dusnatého a naopak Gbytek snifenim jeho produkce by
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bylo sice snadné, ale nespravné. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli pouZit v této studii i
kombinaci barveni Fluoro Jade B/Hoechst 33342.

Barveni Fluoro-Jade B umoZfiuje selektivng a senzitivné detekovat buriky, které pravé
degeneruji, a sledovat je ve fluorescenénim optickém mikroskopu Divod, pro¢ se zanikajici
neurony barvi Fluoro-Jade B, neni zndm. Spekuluje se, Ze degenerujici butiky produkuji
protein (v vahu pfichdzela cela fada proteind — napf. putrescin a spermadin, potvrzen nebyl
Z4dny), na ktery se Fluoro-Jade B véZe. Je pravdépodobné, Ze se bude nachédzet v cytoplazmg,
protoke jidra se touto metodikou nebarvi (Schmued a spol., 1997, Ballok a spol., 2003, Frank
a spol., 2003, Fernandes a spol, 2004, Schmued a spol., 2005). Jidro a jeho chromatin se
naopak barvi za pouZiti bis-benzimidu (Hoechst 33342), dalsi z metodik, které byla v téchto
experimentech pouZita, &imZ je moZné na jednom histologickém fezu usuzovat nejen na
degeneraci neuronu, ale i na jeji druh, tedy apoptézu nebo nekrézu. V 24dné vékové skupiné
nevedlo podéni nikotinu k prokazatelné degeneraci, ze se tedy pfiklonit k tvrzeni, Ze aplikace
nikotinu skute&n ovliviiuje pouze expresi NOS/NADPH-diaforazy.

V dal8i &4sti tohoto experimentu nés zajimalo, jak ovlivni nitrergni populaci podéni
kyseliny kainové. Aplikace kaindtu je obecné uzndvanym chemickym modelem lidské
tempordlni epilepsie (parcidlnich zdchvatd s komplexni symptomatologif). Kaindt vyvolévé v
limbickych strukturdch masivni degenerativni proces, zpisobeny pravdépodobné funkénim
pretiZenim nervovych bunék. Kaindt po pfekroteni HEB vyvoldva masivni depolarizaci
neurond, kter4, je-li dostateéné dlouhd, miZe vést aZ k zéniku neuronu a tedy i strukturdlnim
zm&nim jednotlivych oblasti hippocampéini formace (Ben-Ari a spol, 1981, Ben-Ari a
spol., 1985) U nejmlad8i vékové skupiny vedla aplikace kaindtu k signifikantnimu ubytku
NADPH-d pozitivnich bun&k v oblastech CAl a CA3 hippocampu a v oblasti hilus gyrus
dentatus. U 25- a 35-dennich zvitat se denzita nitrergnich bungk ve viech sledovanych
oblastech sniZila. V barveni Fluoro-Jade B/Hoechst je patrnd rozséhld degenerace
hippocampélni formace s podstatngj§im vyjadfenim u star$ich v&kovych skupin, a to v
oblastech CAl a CA3 hippocampu a v hilus gyrus dentatus. Tyto nélezy jsou v souladu s
pracemi jinych autord, ktefi rovnéZ dokumentovali jednozna&nou vulnerabilitu oblasti CAl a
CA3 hippocampu a hilus gyrus dentatus a rovnéZ konstatovali, e nezrald nervovd tkan 18-
dennich zvitat je vi&i kaindtu rezistentnéj¥f neZ tkddl star$ich zvitat (Sperk, 19%4). Jednim z
mechanismd, kterymi kaindt vyvoldva zénik bungk, je formace volnych kyslikovych a
volnych dusikovych radikdld (Wang a spol, 2005). Bylo by tedy logické olekdvat, ¥e i
aplikace kaindtu (analogicky nikotinu) povede ke zvyfeni denzity NADPH-d poztivnich
bunék. Je viak tfeba uvalit, Ze kaindt v ddvce, které byla uZita v této studii (10mg/kg)
vyvoldvd masivni aktivaci zdniku neurondlnich elementd a je pravdépodobné, %e tohoto
pisobeni nejsou uSetfeny ani buiky NADPH-d pozitivni. Z naSich pfedchozich experimentd
vyvplyvéd, Ze kaindt je schopen vyvolat zanik nervovych bunék i pfi opakovaném podéni
relativné nizkych (subkonvulzivnich) dévek (Riljak a spol., 2005). Vzhledem k tomu, e
zvifata byla perfundovéna po dvou dnech od aplikace kaindtu, byl tento Zas dostatetny
k plnému vyjédteni histopatologickych zmén, kdy nadmérné tvorba volnych kyslikovych a
dusikovych radikald nevratné narugila strukturn{ integritu jednotlivych oblasti hippocampu.
Hypoteticky nelze vyloudit ani variantu, e podéni kaindtu skutetné vede kntkodobé ke

zvySeni denzity NADPH-d pozitivnich bunék, jako vyrazu zvydené produkce NO ve tkéni,
aviak toto zvySeni miZe nastat dfive, net probhla perfuze v nafem experimentu. Po 48
hodindch od podéni kainatu jiz mohou neurondlni elementy podléhat bunéénému zdniku. V
budoucnosti plénujeme potvrdit & vylougit i tuto variantu modifikovanym experimentem.

Neménd zajimavé vysledky ptinesla i poslednf &4st této studie, kterd sledovala
dynamiku NADPH-d pozitival neurondlni populace po podéni kombinace obou
diskutovanych nox, tedy nikotinu a kaintu. Nikotin byl podén vidy 30 minut pted aplikaci
kaindtu, s pfedpokladem moZného neuroprotektivniho plsobeni. Semikvantitativni
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vyhodnoceni barveni Fluoro-Jade B/Hoechst pfineslo dikaz, Ze premedikace nikotinem
skutetné vede k ubytku Fluoro-Jade B pozitivnich bun&k (jako miry degenerace) ve viech
oblastech a vé€kovych skupindch, kde podany kaindt vyvolal patologické zmé&ny. Barveni
Hoechst prokézalo pfitomnost apoptotickych télisek, typickych pro programovany bunény
zénik (Langmeier, 1995). Na moZné neuroprotektivni vlastnosti nikotinu v souvislosti s
kainftem poukézali jiz nekteré drivéj$i préce, které popsali jednak ubytek motorickych
ptiznakd typicky asociovanych s aplikaci kaindtu u zvifat, které byly premedikovény
nikotinem (Borlongan a spol., 1995), a jednak zmirnéni degenerativnich zmén vyvolanych
kaindtem u zvifat, kterd byla dlouhodobg vystavena cigaretovému koufi (Kim a spol., 2000).
Diskutuje se o fad® mechanismd, kterymi by nikotin mohl branit rozvoji téchto zm&n.

Je to jednak stabilizace vapnikové homeostdzy zvySenim exprese kalcium pufrujicich
proteind (Prendergast, 2001, Bailador a Wonnacott, 2004), stimulace produkce a uvolnéni
n¢kterych neurotrofickych faktord (Belluardo a spol., 2000), inhibice radikélového stresu
(Newman a spol., 2002) a v neposledni fad® ovlivnéni exprese antiapoptotickych faktord
(respektive vyvoldni inhibice faktord proapoptotickych), jednd se pfedeviim o upregulaci
antiapoptotického markeru Bcl-2 a déle o inhibici kaspazové kaskédy (Garrido a spol., 2001,
Hejmadi a spol, 2003). Bylo by jisté zajimavé objasnit také vliv dlouhodobé aplikace
nikotinu s moZnou frakcionac{ ddvek s tim, Ze dévka kumulativni by zlstala stejnd. Toto
sniZeni (za pfedpokladu, Ze by mélo i nadéle neuroprotektivni efekt) by umoZnilo eliminovat
vedlejdi inky nikotinu. To pfipomindme z toho divodu, %e dévka Img/kg hmotnosti
nikotinu je relativné vysoké a u zvifat vede k rozvoji celé fady motorickych ptiznakd diky
nadmérné aktivaci nikotinovych receptori. Tyto vedlejii jevy vedly nakonec k vyfazeni celé
experimentdlni skupiny 12-dennich zvifat, nebot’ v této skuping byla po aplikaci 1mg/kg
nikotinu 100% letalita. Diskutované chronické poddvéni nikotinu ve zlomkovych mnoZstvich
by tedy mohlo byt efektivnim feSenim.

Analyza zmén nitrergni neurondlni populace po podani obou létek pfinesla zédsadné
rozdilné vysledky v jednotlivych vékovych skupinich s velmi nestejnou odpovédi
sledovanych struktur béhem vyvoje. Shriime strutné vysledky:

U nejstar$ich zvifat (35-dennich) byly patrné signifikantni rozdily v oblasti CAl
hippocampu, kde byl pozorovén ubytek NADPH-d pozitivnich bunék ve srovndni s
kontrolnimi zviaty, ale nérist denzity téchto bun&k ve srovnéni se skupinou, které byl podén
pouze kaindt. Ubytek denzity nitrergnich neurond byl pak pozorovén v oblasti ventralniho
listu gyrus dentatus a to jak ve srovnéni se skupinou kontrolni, tak ve srovnani se skupinou,
které byl podén pouze kaindt, a kone&n& Ubytek denzity NADPH-d pozitivnich bunék byl
pozorovén v oblasti hilus gyrus dentatus ve srovnéni s kontrolnimi zvifaty.

U 25-dennich zvifat byl pozorovén ubytek denzity v oblasti CAl hippocampu ve
srovnéni s kontrolni skupinou, ale ndrdst ve srovnéni se skupinou, které byl podén pouze
kaindt, analogicky reagovala i oblast CA3 hippocampu. Ubytek denzity byl patrny pfi
porovnéni poétu bungk v oblasti dorzélniho listu gyrus dentatus a to jak s kontrolni skupinou,
tak skupinou, které byl podén pouze kaindt. V oblasti ventrdinfho listu gyrus dentatus a v
oblasti hilus gyrus dentatus bylo patrné zvySeni denzity NADPH-d pozitivnich bunék ve
srovnéni se skupinou, které byl podn pouze kainét.

U 18-dennich zvifat reagovala ibytkem denzity oblast CA1 hippocampu ve srovnéni s
kontrolni skupinou, ndrdstem denzity oblast CA3 hippocampu ve srovnéni se skupinou, které
byl aplikovan pouze kaindt.

Je zfejmé, e interpretace téchto ndlezd neni ani v kontextu analyzy nervové
degenerace snadnd. Jednou z variant, kterd se nabizela pti postulaci pracovnich hypotéz, bylo
vzéjemné protichbdné pdsobeni nikotinu a kaindtu na NADPH-d pozitivni populaci (Jandova
a spol., 2006, Riljak a spol., 2006). Pfedpoklddali jsme, Ze kaindtem vyvolané sniZeni poctu
nitrergnich neurond bude modifikované premedikaci nikotinem, ktery pfi samostatném podéni
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denzitu NADPH-d pozitivnich neurond zvytuje. Tento pfedpoklad byl nasimi nélezy skutesné
potvizen, nicméné odpovéd’ jednotlivych oblasti hippocampalni formace byla velmi
variabilni. P¥i zamySleni nad t&mito nilezy je nutno pfihlédnout ke skutenosti, Ze viechny
zmifiované vékové kategorie pouZité v experimentu pfedstavuji nezralé jedince, u kterych v
rdmci stejné vékové skupiny jsou na rizném stupni vyvaje i jednotlivé struktury hippocampu.
Tento fakt by mohl vysvétlit nestejnou odpovéd’ nervové tkédné na jeden a tyZ inzult mezi
jednotlivymi vékovymi skupinami, ale i rozdilnou reakci jednotlivych struktur v samotném
hippocampu.

Soubhrn

Systémov4 aplikace kyseliny kainové je obecné uZivanym modelem lidské temporélni
epilepsie (parcidlnich zdchvatd s komplexni symptomatologif) a vede k rozséhlému poskozeni
hippocampélni formace. Z publikovanych experimentdlnich vysledkd vyplyvd moZny
protektivni vliv nikotinu na zmény vyvolané kaindtem Za pouZiti histochemické metody
(NADPH-diafordza barveni) byl zji$tovén vliv kainétu, nikotinu, resp. kombinace obou nox,
na struktury hippocampu potkand v obdobi rané ontogeneze (18, 25 a 35 denni zvifata).
NADPH-diafordza (NADPH-d) je enzym kolokalizovany s nitric oxid syntdzou (NOS), kterd
katalyzuje syntézu oxidu dusnatého (NO). K hodnoceni bunétné degenerace byla pouZita
kombinace barveni Fluoro-Jade B/Hoechst 33342.

Vysledky uk4zaly, ze aplikace nikotinu zvySuje denzitu NADPH-d pozitivnich bunék
u 8-dennich zvifat v oblastech CAl a CA3 hippocampu a v hilus gyrus dentatus; u 25-
dennich zvitat v oblastech CA3 hippocampu, hilus gyrus dentatus a ve ventrélnim listu gyrus
dentatus; u 35-dennich zvifat v oblastech CA3 hippocampu a v hilus gyrus dentatus.

Aplikace kyseliny kainové vedla ke snizeni denzity NADPH-d pozitivaich bungk v
oblastech CAl a CA3 hippocampu a v hilus gyrus dentatus u /8-dennich zvitat, u 25-dennich
zvifat ve viech sledovanych oblastech a u 35.dennich zvifat rovmé% ve viech sledovanych
oblastech.

Podéni nikotinu 1 kainétu, v porovnéni s kontrolnimi zvifaty ptineslo nésledujici
vysledky: u 35-dennich byl patrny ubvtek denzity NADPH-d pozitivnich bungk v oblasti
CALl hippocampu, ve ventrélnim listu gyrus dentatus a v oblasti hilus gyrus dentatus; u
25-dennich zvitat bylo pozorovéno sniZen{ denzity NADPH-d pozitivnich neurond v
oblastech CAl a CA3 hippocampu a v dorzélnim listu gyrus dentatus; 18-denni zvifata
reagovala sniZenim denzity NADPH- pozitivnich neurond v oblasti CA1 hippocampu.

Poddni nikotinu a kainétu, v porovnéni se skupinou zvifat, které byl podin pouze
kainét pfineslo nisledujici vysledky: u 35-demnich zvitat zvyieni denzity NADPH-d
pozitivnich neurondl v oblastech CA1 hippocampu, ibvtek denzity v oblasti ventrélnfho listu
gyrus dentatus; u 25-dennich zvitat byl patrny nérdst denzity NADPH-d pozitivnich bunék
v oblastech CAl a CA3 hippocampu, v oblasti ventrélniho listu gyrus dentatus a v hilus
gyrus dentatus, ubvytek byl pozorovén v dorzlnim listu gyrus dentatus; 18-denni zvifata
reagovala nérdstem denzity NADPH-d pozitivnich neurond v oblasti CA3 hippocampu.

Z dosaZenych vysledkd vyplyva:

1. aplikace kaindtu sniZuje nebo nemén{ denzitu NADPH-d pozitivnich

neurond v hippocampu (hypotéza I nebyla zcela potvrzena)

2. aplikace nikotinu zvySuje nebo neméni denzitu NADPH-d pozitivnich
neurond v hippocampu (hypotéza II nebyla zcela potvrzena)
3. aplikace nikotinu pfed podénim kainétu zvyiuje, sniZuje nebo neménf

denzitu NADPH-d pozitivnich neurond v hippocampu (hypotéza III nebyla
potvrzena)

4, aplikace nikotinu pfed podénim kainitu zmirni degenerativni zmény
vyvolan¢ kaindtem (hypotéza [V byla potvrzena)
Nase experimenty prokézali. Ze jak nikotin. tak kaindt vyrazn& ovliviiuji nitrergni neurondlni
populaci, a Ze tento vliv je regiondlné a vékové specificky. Nikotin navic zmirfiuje
patologické zmény v hippocampu vyvolané podénim kainétu.
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Summary

Using histochemical analysis (NADPH-diaphorase, Fluoro-Jade B dye and bis-
benzimide 33342 Hoechst) we studied the influence of intraperitoneal administration of
nicotine, kainic acid and combination of both these substances on hippocampal neurons and
their changes. In experiments, 18- 25- and 35-day-old male rats of the Wistar strain were
used. 30 minutes prior to the kainic acid application (10 mg kg), animals were pre-treated
with 1mg kg of nicotine. After 2 days, the animals were transcardially perfused with 4%
paraformaldehyde under deep thiopental anaesthesia. Cryostat sections were stained to
identify NADPH-diaphorase positive neurons that were then quantified in the CA1 and CA3
areas of the hippocampus, in the dorsal and ventral blades of the dentate gyrus and in the hilus
of the dentate gyrus. Fluoro-Jade B positive cells were examined. in the same areas, to
elucidate possibly neurodegeneration.

Results have shown that nicotine administration brings about the increase of the
density of NADPH-diaphorase positive neurons in CAl and CA3 areas of the hippocampus
and in the hilus of the dentate gyrus in 18-day-old animals, in 25-dav-old animals in CA3 area
of the hippocampus, hilus of the dentate gyrus and in the vevrtal blade of the dentate gyrus, in
35-day-old animals only in the CA3 area of the hippocampus and hilus of the dentate gyrus.

Administration of kainic acid brought about decrease of nitrergic neurons in CA1 and
CA3 areas of the hippocampus and in the hilus of the dentate gyrus in 18-day-old animals and
in all studied regions of the hippocampus in 25- and 35-day-old animals.

Nicotine pretreatment 30 minutes before kainic acid administration, compared to
control group brought about decrease of nitergic neurons in CA1 area of the hippocampus and
ventral blade of the dentate gyrus and in the hilus of the dentate gyrus in 35-day-old animals,
in CAl and CA3 areas of the hippocampus and in the dorsal blade of the dentate gyrus in 25-
day-old animals, in CA1 area of the hippocampus in 18-day-old animals.

Nicotine pretreatment 30 minutes before kainic acid administration, compared to
group, which received kainic acid only brought about increase of nitrergic neuron in CAl area
of the hippocampus and brought about decrease in ventral blade of the dentate gyrus, in 25-
day-old animal brought about increase of nitrergic neurons in CAl and CA3 areas of the
hippocampus, in ventral blade of the dentate gyrus and in the hilus of the dentate gyrus, the
density decreased in dorsal blade of the dentate gyrus, in 18-day-old animals the density of
NADPH-d positive neurons increased in CA3 area of the hippocampus.

Presented results allow following conclusions:

1. Kainic acid administration decreases or unchanged the density of NADPH-d positive
neurons in the hippocampus (working hypothesis I was not fully confirmed)

2. Nicotine administration increases or unchanged the density of NADPH-d positive neurons
in the hippocampus (working hypothesis II was not fully confirmed)

3. Nicotine pretreatment before kainic acid administration can both increase and decrease the
number of NADPH-d positive neurons in the hippocampus (working hypothesis III was not
confirmed)

4. Nicotine pretreatment before kainic acid administration leads to a leader extend exhibited
degeneration (working hypothesis IV was confirmed)

Our results show, that both nicotine and Kainic acid influence hippocampal nitrergic
system strongly. This effect is age dependent and region specific. Nicotine attenuates the
pathological changes in hippocampus associated with kainic acid administration.



