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SEZNAM ZKRATEK

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

CB - kalbindin

CR - kalretinin

CBP — vapnik vazici proteiny (,,calcium binding proteins®)
CF — charakteristicka frekvence

CGM - corpus geniculatum mediale

CI - colliculus inferior

CCI — centralni jadro colliculus inferior

dB SPL (sound pressure level) — hladina intenzity zvuku [dB SPL]= 20.log (P/Py), kde Py je
zékladni akusticky tlak (2. 10” Pa).

DCI — dorzélni kiira colliculus inferior

DPOAE — distorzni produkty otoakustické emise

ECI — externi kiira colliculus inferior

GABA - kyselina gamma-aminomaselna (,,gamma-aminobutyric acid®)
GAD - glutaméatdekarboxylaza

HMG-CoA reduktaza — 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A reduktaza
ICAM-1 — intercelularni adhezivni molekula — 1 (,,inter-cellular adhesion molecule®)
IHC — vnitini vlaskova burika (,,inner hair cell*)

-ir — imunoreaktivni

LL — lemniscus lateralis

LOC - lateralni olivokochlearni systém

MLR - akustickym podnétem vyvolané odpovédi se stiedni latenci (,,middle-latency
responses*)

MOC — mediélni olivokochledrni systém

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina (,,messenger ribonucleic acid®)
NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NC — nucleus cochlearis

NCD — nucleus cochlearis dorsalis

NCV — nucleus cochlearis ventralis

NCVA — nucleus cochlearis ventralis anterior
NCVP —nucleus cochlearis ventralis posterior
NMCT — nucleus medialis corporis trapezoidei
NO - oxid dusnaty

NOS - syntédza oxidu dusnatého

OAE - otoakustické emise

OHC — vngjsi vlaskova bunika (,,outer hair cell*)
OS - oliva superior

OSL — oliva superior lateralis



OSM - oliva superior medialis
PBS — fosfatovy pufr

PECAM-1 — desti¢ko(trombocytarni)-endothelidlni bunééna adhezivni molekula (,,platelet-
endothelial cell adhesion molecule®)

PV — parvalbumin

S.E.M — stfedni chyba priméru (,,standard error of the mean*)

SOAE — spontanni otoakustické emise

SK — sluchové kiira (oblasti Te 1 + Te3 — pro Ucely této prace)

TBST — Tris-Buffered Saline Tween-20

Tween 20 — polyoxyethylensorbitanmonolaurat

Te 1,2,3 — anatomické oblasti sluchové klry (primarni, sekundarni)
TEOAE — tranzientni otoakustické emise

VCAM-1 — cévni bunécna adhezivni molekula — 1 (,,vascular cell adhesion molecule*)
VIP — vazoaktivni intestinalni peptid (,,vasoactive intestinal peptide®)
V1,2 — anatomické oblasti zrakové kiiry (primérni,sekundarni)

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

1.1. Zdkladni kapitoly 7 funkcéni anatomie a biochemie sluchového systému

1.1.1. Detekce zvuku - smyslové receptory

Zvuk se §ifi prosttedim jako vInéni. Podkladem Sificiho se zvukového vinéni je
mechanické kmitani molekul vzduchu, kapaliny nebo pevné latky. Smyslové organy sluchu
jsou tedy svou podstatou mechanoreceptory. Fyziologicky je zvuk mechanické vinéni
pruzného prostredi v takovém rozsahu intenzit a frekvenci, které je smyslovymi organy
detekovano. Zatimco frekvencni rozsah sluchu u ¢loveéka je 16 Hz — 20 kHz (v dospélosti
klesa horni hranice pod 16 kHz), pouzivana laboratorni zvitata (mys, potkan, morce, kocka),
maji frekvencni rozsah daleko vyssi, do 40-60 kHz, kocka navic detekuje i zvuk o nizsi
intenzité nez je schopen ¢lovék (Syka a spol., 1981). Nékteii savci maji frekvencni rozsah
jesté vyssi, netopyr do oblasti 100-120 kHz (Suga, 1989; Koay a spol., 1997), ozubeni
kytovci dokonce az do 250 kHz (Au, 1993); velky rozsah sluchu u nich souvisi se specialni
schopnosti echolokace. Na druhou stranu je tieba fici, Ze bézna laboratorni zvifata (vyjma
kocky) maji oproti clovéku vyrazn€ hors$i vnimani zvuka o nizkych frekvencich (do 500 Hz).
I zde ovSem nékteti velci savci (slon, velei kytovei) ¢loveéka piekonédvaji a vnimaji zvuky i1 o
frekvenci cca 5 Hz. Zatimco vnimani ultrazvuku nalezlo své nejvétsi uplatnéni v echolokaci
n¢kterych savct, infrazvuk se uplatiiuje u druhtt komunikujicich na velké vzdalenosti (fadove
az desitky kilometrt).

Schopnost detekovat zvuk nalézdme jiZ u bezobratlych. Smyslové organy ovSem
vypadaji jinak nez u cClov€ka. Napiiklad u hmyzu mize byt sluchovy aparat umistén
na tykadlech, nohou ¢i hrudni a zadeckové ¢asti téla. Sluchovy organ v tomto piipadé tvori
radovée desitky smyslovych neuronti a zvenku je prekryt jakousi analogii bubinku. Byva Casto
obklopen n¢kolika vzduchovymi rezonan¢nimi komurkami, které zesiluji pfijimany signal
(Stumpner a von Helversen, 2001). Pies pomérn¢ jednoduchou stavbu ve srovnani se
sluchovym aparatem obratlovct je i hmyz svym sluchem schopen napi. zachytit netopyfi
sonar a reagovat na n¢j; v piipadé¢ mury je zachyceny ultrazvukovy signal nervy preveden
na svalovinu ktidel a miira v unikové reakci pada k zemi (Jones a Waters, 2000).

U obratlovcll ma sluchové a rovnovazné Ustroji spolecny organ. U primarné vodnich
obratlovci je to postranni smyslova ¢ara, mechanoreceptor registrujici vinéni vody.

Receptorovy organ zde tvoti shluky obrvenych bunék, neuromasty, které jsou soustfedény do



kanalkl probihajicich horizontaln¢ po stranach trupu a na hlavé se vétvicich (ryby), ¢i jsou
umistény v fad¢ izolovanych jamek podél trupu (kruhotsti). Evolu¢ni vztah postranni Cary
k zakladajicimu se rovnovaznému ustroji v podobé do lebky zanotfené¢ho blanitého labyrintu
neni uplné jasny. Tento labyrint je tvofen dvéma vacky vyplnénymi endolymfou (sacculus
a utriculus) a vybavenymi obrvenym smyslovym epithelem, ktery je podobny neuromastim
postranni ¢ary. Z utrikulu vybihaji polokruhovité kandlky (detekce thlového zrychleni),
u kruhoustych dva, u vSech Celistnatci pak tfi. Ze sakulu se vychlipuje tieti vacek zvany
lagena, rovnéz vybaveny vlastni smyslovym epitelem, jehoz prodlouZenim vznika vlastni
sluchovy organ suchozemskych obratloved. U plazti a ptakt se lagena postupné natolik
prodlouzila, ze se z ni stala tenka a dlouha trubice. U savci je tato trubice zatoCena a vytvari
zédklad blanitého hlemyzd’€¢. Vnéjsi ucho, tvofené zvukovodem a usnim boltcem, se v plnosti
objevuje az u savcl. U plazii a ptakt je zvukovod kratky, u vSech suchozemskych obratlovcii
je vSak zakonceny bubinkem. Pfenos a transformaci zvuku ze vzdusného prostedi na kapalné
prostiedi vnitiniho ucha zajist'uje ve stfednim uchu plazi a ptaki jedna kost, u savct jiz kosti
tf1 (kladivko, kovadlinka, tfrminek) (pro piehled viz Syka a spol., 1981; Nadol, 1988; Manley
a spol., 2000; Veselovsky, 2005).

Spiralovité¢ sto¢ena trubice kosténé¢ho hlemyzdé savci je rozdélena membranami
blanitého hlemyzd¢ (Reissnerovou a bazilarni membranou) na scala vestibuli a scala tympani
vyplnéné perilymfou, uvniti blanitého hlemyzd¢ je scala media obsahujici endolymfu (jedinou
extracelularni tekutinu v organizmu svym sloZzenim podobnou intraceluldrni tekuting).
Ve scala media je na bazilarni membran¢ uloZeny vlastni smyslovy aparat, tzv. Cortiho orgén,
ktery obsahuje specializované sluchové receptory — vlaskové bunky (viz obr. 1). Vlaskové
bunky jsou uspoiadany do podélnych fad. Blize k modiolu (centralnimu kosténému sloupku
hlemyzd¢) je jedna fada vnitinich vlaskovych bunék (inner hair cell, IHC) bliZe k zevni sténé
hlemyzdé¢ jsou 3 fady vnéjsich vlaskovych bunék (outer hair cell, OHC). U potkana se nachazi
priblizn¢ 1000 THC a 3600 OHC, u mysi 800 IHC a 2000 OHC, a u ¢lovéka pak vice,
piiblizné 3500 IHC a 12000 OHC (podobné jako napt. u delfina — Wever a spol., 1971). Pocet
aferentnich a eferentnich nervovych bunék a neuront spirdlniho ganglia je také vyrazné
druhové specificky; pro tabulkovy piehled — viz Dannhof a Bruns (1993).

Podle klasické Bekesyho piredstavy byl hlavni pfi¢inou pro tonotopické uspotadani
hlemyzdé (vysoké frekvence zvukovych podnéti zpiisobi maximalni rozkmit bazilarni
membrany v oblasti baze hlemyzd¢, nizké v oblasti apexu) rozdil mechanickych vlastnosti
bazilarni membrany, ktera se od baze smérem k apexu rozsifuje a jeji tuhost zaroven klesa.

Diky tomu se s klesajici frekvenci zvuku maximum rozkmitu membrany posouva od baze



apikdlnim smérem. Gradient mechanickych vlastnosti bazilarni membrany vSak neni
dostacujicim vysvétlenim tonotopie (Naidu a Mountain, 1998). Na rozliSeni tonového spektra
se podili také aktivni rozkmiténi stereocilii vnéjSich vlaskovych bunék (Kemp, 1998; Martin a
spol., 2000). Tato role je jedinecna u savcu, protoze u ostatnich obratlovct se vnéjsi vlaskové
buiikky nevyskytuji. Ke stimulaci OHC tak nedochazi pomalu se Sifici vlnou v bazilarni
membrang, ale buitky samotné maji funkci vyladénych rezonatorti a reaguji pfimo na zvukové
viny, které se v kapalném prostfedi endolymfy rychle §ifi. Tato schopnost OHC zesilit vibrace
v endolymf€ se uplatiuje predevsim pfi nizké intenzité zvuku, kdy zesileni vibraci zptsobi
pohyb stereocilii IHC a vyvola jejich podrazdéni (Braun, 1994). Pohyb bazilarni membréany se
uplatni az pfi vysoké intenzité¢ stimulu, kdy mize rovnéz pohlcovat piebytecnou vibracni
energii kiehkych stereocilii a zabranovat tak jejich poskozeni (Kemp, 1998). Disledky
aktivniho pohybu vnégjSich vlaskovych bunck lze snimat citlivym mikrofonem ze zevniho
zvukovodu jako tzv. otoakustické emise (OAE) (Kemp 1978, 1998, 2002).

Vnéjsi vlaskové bunky tak diky své pohyblivosti funguji jako zesilovac ptichdzejicich
zvukovych signali. Je to umoznéno existenci specifickych kontraktilnich membranovych
proteint, které jsou schopny aktivnim prodlouzenim/zkracenim zareagovat na nervovou c¢i
mechanickou excitaci OHC. Pro tuto funkci se predpoklada klicova tloha proteinu prestinu
pritomného ve sténach vnéjsich vlaskovych bunék (Dallos a spol., 2006; Ashmore, 2008). U
mysi se snizenou funkci prestinu bylo prokazano vyrazné zhorSeni motility OHC (Liberman a
spol., 2002; Dallos a spol., 2008). Kazd4 vné&jsi vlaskova buitka ma na svém vrcholku az
stovky stereocilii uspotadanych do rovnobéznych fad (seskupenych do tvaru pismene V nebo
W). Vrcholky nejdelsich stereocilii jsou zakotveny v tektorialni membrané. Ptiblizné od 10
OHC odchazi jedno vlakno sluchového nervu. Eferentni synaptické spojeni je naproti tomu
vyrazn€ bohatsi (viz nize — olivokochledrni svazek v 1.1.4.).

Kazda vnitini vlaskova bunka ma nékolik desitek stereocilii, jejichz vrcholky nejsou
zakotveny v tektoridlni membrané. Na apikdlnim povrchu vnitinich vlaskovych bunék je
zanejvyssi fadou stereocilii oblast, kterd neni kryta kutikuldrni ploténkou — ta obsahuje
bazalni télisko neboli rudimentarni kinocilium. Excitaci vnitinich vlaskovych bunék vyvola
ohnuti jejich stereocilii smérem k bazalnimu télisku (tj. smérem od modiolu). Ohnuti vlasku je
spojeno s otevienim nespecifickych mechanicky fizenych iontovych kanalt a pritokem ionti,
¢imz v dusledku vysokého potencidlového rozdilu (160 mV — souet pozitivniho
endokochledrniho potencidlu a negativity uvnitt buniky) vznikd proud iontd dovnitt buiky

a na bazalni stran¢ buiiky, ktera je ve styku s dendritem neuronu spiralniho ganglia, se uvolni



synaptickd vezikula a v nervovém vlakné vzniké akéni potencial. Jedna IHC je spojena s cca

20 vlékny sluchového nervu (pro ptehled, viz Syka a spol., 1981; Moller, 2000).
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Obr. 1 — llustrace usporadani a inervace vidskovych bunék v pricném rezu Cortiho orgdnem.
(Upraveno podle Fettiplace a Hackney, 2006).

1.1.2. Centralni sluchovy systém — aferentni draha

Schematické znazornéni sluchové drahy viz obr. 2 (upraveno podle Netter, 1962). Pro
prehled viz téz Syka a spol. (1981), Moller (2000).

Prvnim neuronem sluchové drahy jsou bunky ve spirdlnim gangliu. Jejich dendrity

zaCinaji u vnitinich a vnéjSich vlaskovych bunék a jejich axony vytvareji sluchovy nerv (tj.
sluchovou ¢ast n. vestibulocochlearis). V intenzitné-frekvenénich kiivkach vldken sluchového
nervu se odrdzi tonotopie bazilarni membrany hlemyzd¢ — jednotliva vlakna sluchového nervu
jsou aktivovana jen podnéty o omezeném rozsahu frekvenci (Schmiedt, 1989; Liberman
a spol., 1990; Leake a spol., 1992). Frekvence tonu, na které je prah excitace nervového
vlakna nejniZsi, se nazyva charakteristicka frekvence (CF).

Sluchovy nerv opousti pyramidu spankové kosti skrze meatus acusticus internus
a v mostomozeckovém thlu vstupuje v mozkovém kmeni do stejnostranného kochlearniho
jadra (NC), kde se vétvi a zasobuje ventralni kochlearni jadro (které se dale dé€li na anterior
a posterior, NCVA a NCVP) a dorsalni kochledrni jadio (NCD). I zde je zachovano
tonotopické uspotfddani - vldkna sluchového nervu s nizkou charakteristickou frekvenci

smétuji prevazné do ventralni Casti, se stoupajici charakteristickou frekvenci jsou inervovany
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dorzalnéjsi oblasti, ale kazdé vldkno sluchového nervu se zakoncuje ve vsech tfech hlavnich
jadrech (Rouiller a Ryugo, 1988; Leake a Snyder, 1989). U suchozemskych savcti se NCD
vyznamn¢ uplatiluje v eliminaci sluchovych artefaktli zplsobenych zménami pozice hlavy
(vnéjsiho ucha) béhem orientace vzhledem ke sméru zvuku. U motskych savci je naopak
NCD zredukovéno (Young a Davis, 2002). NC jako celek piedstavuje u malych laboratornich
zvitat pomérné velkou strukturu, u ¢lovéka je relativné malé. Hlavnim neuropfenasecem na
synapsich mezi vnitinimi vlaskovymi bunikami a dendrity neuronii ganglion spirale, jakoZz
i mezi vlakny sluchového nervu a neurony kochlearniho jadra, je glutamat (Harada a spol.,
1994; Nordang a spol., 2000). Aferentni projekce vystupuji z kochlearnich jader do
ipsilateralni 1 kontralateralni olivy superior a do kontralateralniho colliculus inferior. (Tsuji
a Liberman, 1997; Syka a spol., 1981).

Komplex olivy superior tvoii medidlni a lateralni oliva superior (OSM a OSL),

medidlni, ventradlni a laterdlni jadro trapézového télesa a superiorni paraolivarni jadro.
Komplex olivy superior ptfedstavuje prvni uroven sluchového systému, kde se integruji
informace z obou usi, a tak je klicovy pro binauralni sly§eni. Uloha OSM spoé¢iva piedev§im
v detekci Casového zpozdéni zvuku o nizké frekvenci, v OSL jsou zpracovavany rozdily
v intenzité zvuku o vysSich frekvencich (u ¢lovéka se jedna o frekvence > 2 kHz). Pfevazna
cast neurontt OSL reaguje na stfedni a vysoké frekvence, zatimco na nizké frekvence (pod
4 kHz) reaguje vice nez polovina neurontt OSM (Tsuchitani, 1977, 1982). Zivo¢isné druhy
s ptevazné¢ vysokofrekvenénim rozsahem sluchu (myS, potkan, delfin, netopyr) maji
mohutnéj§i OSL a malou (nebo chybégjici) OSM. Naproti tomu druhy, jejichz horni mez
sluchového rozsahu je posunuta k niz§im frekvencim (kam patii i ¢loveék), maji dobfte
vyvinutou OSM a drobnou OSL (Irvine, 1986). Pfes olivu superior se piepojuje i draha
sttedouSnich reflexti (Thompson a Schofield, 2000). Z periolivarnich sluchovych jader hraje
nejvyznamnéj$i roli medidlni jadro corpus trapezoideum (NMCT), kde se axony
z kontralateralniho NCAV piepojuji na obfich glutamatergnich Heldovych synapsich, které
obklopuji principalni neurony v NMCT a vyznacuji se extrémné kratkych synaptickym
pfenosem. Neurony v NMCT jsou pak inhibi¢ni (glycinergni) a moduluji svou projekci
excitacni aferentaci, kterd pfichazi z ipsilateralniho NCAV piimo do OSM a OSL (Grothe a
Sanes, 1994; Kopp-Scheinpflug a spol., 2008). NMCT je nejlépe vyvinuté u savcl
s vysokofrekven¢nim rozsahem sluchu vcetné hlodavcl, u clovéka je naopak vyvinuto

podstatné mén¢.
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Z komplexu olivy superior (¢i pfimo z kochledrniho jadra) probiha ascendentni projekce
ve svazku nazyvaném lemniscus lateralis (LL), v jehoz pribehu se cast vldken ptepojuje
v jadrech lateralniho lemnisku (Adams, 1979; Schwartz, 1992; Bajo a spol., 1993).

Colliculus inferior (CI)

n

] v soucasti tekta stfedniho mozku
T sluchova kura . .., . . ,
& 0 a prepojuji se v ném vSechna vladkna

LL. Na zédkladé¢ Golgiho a Nisslova

AW Colliculus inferior (CI), ktery je

corpus geniculatum mediale , . .
barveni,  myeloarchitektoniky a

colliculus inferior cytoarchitektoniky, je délen obvykle

na tfi hlavni ¢asti (Morest a Oliver,
ucleus cochiearis dorsalis | 1984; Faye-Lund a Osen, 1985;
nucleus cochlearis ventralis Malmierca a spol., 1995) - centralni
nervus cochlearis jadro (CCI)) stypickou laminarni
Cortiho orgén strukturou, dorsadlni karu (déale jen

ALIINY DCI) a laterAlné a rostralng

Vnitni  vné&jai lokalizovanou externi kiru (dale

retikularni

oliva formace viaskove bunky ECI). DCI i ECI maji tfivrstevnou
superior ganglion
spirale strukturu. Rozdé€leni na tyto tfi Casti
cochleae

je viditelné v dalSich histologickych
Obr. 2 - Schema aferentni sluchové dréhy barvenich, na cytochromoxidazu
glutamatdekarboxylazu ¢i  véapnik
vazici proteiny. VétSina aferentnich projekci z nizsich jader sluchové drahy (kochlearniho
jadra, komplexu olivy superior, jader lateradlniho lemnisku) kon¢i v centralnim jadie CI
(Diamond a spol., 1969; Druga a Syka, 1984; Kudo a Nakamura, 1988; Schneiderman a spol.,
1988). CCI je soucasti tzv. primarniho vzestupného systému, ve kterém je mimo jiné
zachovavana tonotopie. Naproti tomu v dorsélni a ¢astecné i v externi kiife CI kon¢i nejveétsi
cast descendentni projekce z V. vrstvy sluchové kury (Syka a spol., 1988; Druga a spol.,
1997; Winer a spol., 1998). Slaba korova descendentni projekce byla prokazana i v centralnim
jadre (Feliciano a Potasher, 1995). Externi jadro dostdva aferentaci pfes centralni jadro a ma

silné napojeni na somatosenzorické struktury, ale i na colliculus superior, substantia nigra,

a periakvaduktalni Sed” (Syka a Straschill, 1970; Tokunaga a spol., 1984). V ECI byl
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u potkana popséan vyskyt shlukti malych ovalnych bun€k a intenzivniho neuropilu, které se
u mys$i, kocky ani opic nevyskytuji (Chernock a spol., 2004). Mohly by snad slouzit jako
centra pro integraci somatosenzorickych a sluchovych podnéti v rdmci prostorové orientace
k podnétu. Vnitini a komisuralni spojeni CI jsou velmi komplexni a zahrnuji vSechna
podjadra (Saldana a Merchan, 1992). Vzhledem k rozsahlym spojim CI do dalsich struktur, je
colliculus inferior oznacovan 1 jako sluchové reflexni centrum (netykd se stfedousnich
reflext), které prevadi reflexivni odpovédi na sluchové podnéty na dal§i motorické struktury
vcéetné napi. kontroly pohybu o¢i (spojeni do colliculus superior, Syka a Radil-Weiss, 1971).

Hlavnim vystupnim traktem axontt z CCI je brachium CI, které obsahuje
cca desetindsobek vlaken nez je pocet vldken sluchového nervu. Hlavnim neuropienaSecem
na excitacnich synapsich je opét glutamat (Syka a spol., 1981) Zaroven zde ale hraje roli
isilné¢ zastoupend inhibice v podobné interneuronii s mediatorem kyselinou gamma-
aminomaselnou (GABA), které maji synapticky kontakt s neurony v corpus geniculatum
mediale (Peruzzi a spol., 1997; Pollak a spol., 2002; Merchan a spol., 2005).

Corpus geniculatum mediale (CGM).

CGM piedstavuje diencephalickou ¢ast sluchové drahy a vytvaii sluchové piepojovaci
centrum thalamu. VSechna vlédkna z CCI jsou v ném piepojovana. Obecné se déli na tii hlavni
casti: ventralni, dorzalni a medialni (Winer a Morest, 1983a,b; Winer, 1984, Winer a spol.,
1999). Ventralni ¢ast CGM se déli na pars lateralis a pars ovoidea, ob¢ charakterizované
laminarnim uspofaddnim neurond, které odraZi tonotopické uspofadani. Ventralni CGM patii
k primarnim oblastem sluchové drahy, aferentni projekce sem smétfuji prevazné
z ipsilateralniho CCI (Kudo a Niimi, 1978; Andersen a spol., 1980, Calford a Aitkin, 1983).
Z ventralniho jadra CGM pokracuji vlakna do tonotopicky uspotadané primarni oblasti
sluchové kiry A 1. Dorsalni a medialni ¢ast CGM patii k polymodalnim sekundarnim
oblastem sluchové drdhy a sméfuji do nich projekce z colliculus superior, tegmenta
a somatosenzorické drahy. Vzestupné korové projekce z dorzalni a medidlni casti CGM
sméfuji ponejvice do asociacnich sekundarnich sluchovych poli mozkové kiiry mimo A 1 (4.
mimo primarni pole). U potkana ale zmedialni ¢asti CGM sméfuji spoje 1 do striata

a amygdaly (Le Doux a spol., 1985)

1.1.3. Centralni sluchovy systém — sluchova kura

Sluchova klra se u savcl sklddd z primarni casti - Al (s tonotopickym,
tj. 1 kochleotopickym, uspofadanim) piijimajici aferentaci z ventrdlni ¢asti CGM, a z ¢asti

sekundarnich, pfipadné i terciarnich. Je zajimavé, ze na rozdil od morcete ¢i mysi (viz nize)
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u potkana doposud detailni ustalené ¢lenéni chybi. Na zaklad¢ morfologické klasifikace byla
u potkana popsana primarni (Tel) a sekundarni sluchova kiira — ventralni Te3 a posteriorni
Te2 (Zilles, 1985). Nov¢jsi atlasy (Paxinos a Watson, 1998; Swanson 1998) se pokouseji vice
brat v uvahu elektrofyziologickd méfeni a uvadéji podrobnéjsi parcelaci. Primarni Al oblast
zde odpovida zhruba velikosti Tel podle Zillese, dale dvé ventralni oblasti - AuV (sluchova
ventralni) a TeA (temporalni asociacni kiira), zhruba pokryvajici oblast Te3 a ¢astecné Te2,
a kone¢né dorsalni sluchové pole jako pas nad Al (AuD). V posledni dobé vSak detailnéjsi
elektrofyziologické mapovani naznacuje komplikovanéjsi strukturu odpovidajici naleziim
u dal$ich hlodavcu (Kelly a Sally 1988; Doron a spol., 2002; Polley a spol., 2007). Nyni se
podobné mapovani provadi i na naSem pracovisti. Vzhledem k této doposud neujasnéné
klasifikaci jsme pro analyzu uvedenou v této dizertacni praci pouzili anatomickou klasifikaci
Zillesovu, jejiz pole Tel asi nejlépe odrazi tonotopické jadro a Te3 prokdzanou sekundarni

U jinych hlodavci, napt. u mysi ¢i morcete, je komplikovangjsi klasifikace podobna
vySe nacrtnuté jiz viceméné vSeobecné piijata (Stiebler a spol., 1997; Wallace a spol.,
2000a,b). U savci vybavenych echolokaci, napf. u netopyra, je charakteristickd pfitomnost
vyznaéného specifického pole zpracovavajiciho signaly vlastniho sonaru (Esser a Eirmann,
1999; Misawa a Suga, 2001). Velmi podrobné je sluchova klira zmapovana u kocky (Reale
a Imig, 1980; Ribaupierre, 1997; Imaizumi a spol., 2004) — viz téz obr. 3. Toto déleni patrné
odrazi rysy charakteristické pro obecné clenéni sluchové klry savcl. Tonotopické jadro je
tvofené primarni oblasti Al a jednou ¢i dvéma dal§imi sousednimi oblastmi se zrcadlovou
tonotopii a obsahuje neurony s kratkou latenci a Uzkymi prahovymi kiivkami, které
odpovidaji na Cisté tony. Toto jadro je z Casti nebo uplné obklopeno pasem (,,belt*) dalSich
sekundarnich poli, kterd odpovidaji spiSe na komplexni zvuky nez na Cisté tony ¢i variabilné
pravdépodobné z ¢asti polymodalniho charakteru (Hackett a spol., 1998a). Moznost integrace
sluchovych vstupti se vstupy z jinych smyslovych modalit se uvadi i pro nékterd pole v beltu
(Lehman a spol., 2006; Smiley a spol., 2007; Hackett a spol., 2007). I u primati bylo
postupné dolozeno elektrofyziologicky, cytoarchitektonicky, i histochemicky rozélenéni
sluchové kury do tonotopického jadra a obklopujicich (,,beltovych®) zon (Hackett a spol.,
1998b; Kaas a Hackett, 2000; Jones, 2003; de la Mothe a spol., 2006).

U cloveéka sluchovd kiira anatomicky odpovidd Brodmanovym aream 41
(Heschliv zavit) a 42. Ve srovnavaci anatomii byly nalezeny podobnosti v cytoarchitektonice

se sluchovou klirou u makaka a Simpanze (Hackett a spol., 2001, Sweet a spol., 2005;
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Obr. 3 - Schematicky pohled na organizaci sluchové kiry
(Al
gradientem (ménave) tvori jadrovou tonotopickou oblast
(AAF), posteriorni (P), (Ve) a
ventroposteriorni (VP) sluchova pole (Cerné). Asociacni

kocky. Kromé primarni oblasti s vyznacenym

ventralni

anteriorni

netonopickou oblast (,,belt” - tmavosedé) tvori sekundarni
sluchova kira (All), a dale AES (area ectosylvia anterior) a

DZ (dorzalni sluchova zona). Konecné k tercidarni
polymodalni asociacni oblasti (,,parabelt” - svetlesede)
patii  pole v gyrus ectosylvius posterior — dorsalni,

intermedialni a ventralni (ED, EI a EV), a dale cast
temporalni (Te) a inzularni kiiry (In). Tonotopicky gradient
je v polich, kde se vyskytuje, znacen Sipkou ve sméru od
nizkych frekvenci k vysokym.

(Upraveno podle Schreiner a Winer, 2007).

Fullerton a Pandya, 2007). S vyuzitim

nukledarni  magnetické  rezonance
(funkéni NMR - hodnotici zmény
lokdlni perfuze) byla prokdzana i
lidské

sluchové kiry na nékolik riznych

parcelace centralni  Casti
tonotopickych poli (Tavalage
a spol, 2004; Formisano a spol.,
2003).

oblasti

Tonotopické  uspotadani

primarni  sluchové kury
u ¢loveka bylo dolozeno i studiemi
emisni
1985;

2001)

s vyuzitim  pozitronové
tomografie (Lauter a spol.,
Zatorre a Belin,
a jednofotonové emisni tomografie
(Ottaviani a spol., 1997).
Ascendentni projekce
prichazeji jednak z CGM-ventrale,
a to predevsim do IV. korové vrstvy
Al (¢astecné 1 do III. vrstvy), a dale
1z CGM-mediale (hlavn¢ 1. a VI
vrstva, vSechny oblasti) a CGM-
dorsale (vSechny vrstvy, predevsSim
Existence vice

beltové oblasti).

paralelnich ascendentnich prouda

(drah) naznacuje nejen hierarchické ale zarovei i paralelni zpracovani informace ve sluchové

ktte. VSechny korové oblasti jsou mezi sebou mnohocetné propojené¢ (Winer a Lee, 2007,

Lee a Winer, 2008). Existuje také teorie, ze analogicky k situaci ve zrakové kiife 1 ve sluchové

kife existuji proudy preferenéné zpracovavajici informaci ,,.kde* (dorzalni proud smétujici do

parietalni kiiry) a ,,co* (temporalni proud do parabeltovych oblasti); oba proudy by pak mély

splyvat v prefrontalnich oblastech (Kaas a Hackett, 1999; Kraus a Nicol, 2005). Tato teorie

vSak nemé dosud obecnou podporu.

Zachovand funk¢ni sluchova kira je nezbytna ke zpracovani komplexnich zvukd,

jakymi jsou nejen lidska fe¢ ale i fada zvifecich vokalizaci, a jejichz charakteristickou
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soucasti jsou frekvenéné¢ modulované zvuky (FM). Oboustranna ablace sluchové kiry vede
k znaénému zhorSeni jejich zpracovani (Kelly a Whitfield, 1971; Ohl a spol., 1999), navic
mizi i schopnost prostorového slySeni (Beitel a Kaas, 1993). Mimo jiné se ale ukazalo, ze
zpracovani komplexnich zvukl vykazuje funkéni lateralizaci. U piskomila a potkana se pro
zachovani rozpoznani sméru frekvenéné¢ modulovanych zvukl ukézala vyznamna hlavné
prava sluchova kiira (Wetzel a spol., 1998, Rybalko a spol., 2006), u dalSich druhi byl ukazan
vyznam levé sluchové kiry pro spravné zpracovani casovych parametrli vnitrodruhové
vokalizace (Geissler a Ehret, 2004, Poremba a spol., 2004). Specializace tykajici se pfedev§im
levé hemisféry by mohla odrazet ievoluéni prekurzor k lateralizaci center lidské feci
(Rybalko a spol., 2006). Celkové lze tedy fici, ze lateralizace funkce hemisfér koncového
mozku neni vyhradnim rysem lidského mozku, ale 1ze ji nalézt v n€jaké mifte 1 u jinych savci.
Pro zajimavost je mozné navic uvést, ze u ptaku, pies odliSnou stavbu koncového mozku, je
pfitomna také lateralizace funkci telencephala, napt. kontrola zpévni vokalizace u pévct a
ruzné dalsi funkéni specializace jsou umistény pouze v jedné hemisféie (Wild, 1997; Rogers,
2008).

Ve sluchovém systému existuje téZ vyznamné vzajemné propojeni levé a pravé strany
sluchové drahy na trovni jednotlivych etazi. Jiz na rovni kochlearniho jadra existuje spojeni
pfimo s druhostrannym kochlearnim jadrem s dosud nezndmou funkci (Mast, 1973).
Vyznamné propojeni existuje také na vySSich urovnich, mezi jadry lateralniho lemnisku
(Commisurrae Probsti), mezi obéma CI, a obé hemisféry koncového mozku jsou spojeny

pomoci corpus callosum, kterym probiha i spojeni mezi sluchovymi korovymi poli.

1.1.4. Centralni sluchovy systém — eferentni draha

Do soucasnosti byly ve sluchové draze identifikovany tii hlavni descendentni (eferentni)
systémy — kortikothalamickd draha (z V. a z VI. korové vrstvy), kortiko-kolikulo-kochlearni
draha a konec¢né olivokochlearni svazek (Smith a Spirou, 2002).

Kortikothalamicka vlakna pyramidovych bunék V. vrstvy (pfevazné z primarni sluchové
kiry) inervuji CGM, CI 1 pfimo kochlearni jadra (Ojima, 1994; Weedman a Ryugo, 1996;
Hefti a Smith, 2000). Je mozné, ze tato drdha umoziuje navic i dal$i pfenos informaci
z primarni sluchové kiiry do asociaénich oblasti sluchové kiiry, nikoli piimo, ale zpétné pies
struktury thalamu (Guillery, 1995). Kortikothalamickd vlakna malych pyramidovych bunck
VI. vrstvy sméfuji pfevazné do CGM (Aitkin a Dunlop, 1969). Z dosavadnich poznatkt

vyplyva, ze vldkna této drdhy pisobi excitatné¢ na neurony CGM vyladéné na stejnou
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frekvenci a inhibi¢né na neurony vyladéné na rozdilnou frekvenci (Zhang a Suga, 1997; He,
1997).

Kortiko-kolikularni projekce z V. vrstvy sluchové kiry konc¢i pfedevSim v dorsalni a
externi kire CI (bilateraln€¢) (Herbert a spol., 1991; Saldana a spol., 1996; Druga a spol.,
1997). Colliculus inferior zaroven ale dostava thalamické descendentni projekce, které by
mohly predstavovat fylogeneticky starou zpétnou vazbu thalamu na akustické tektum,
pfedchazejici vyvojové kortiko-kolikularni projekei (Winer a spol., 2002). Z CI po piepojeni
pokracuje sestupna drdha déle k jadrim laterdlniho lemnisku, komplexu olivy superior
a kochlearnim jadrm (Spangler a Warr, 1991; Schofield a Cant, 1999).

Podle soucasnych nazorti se korové descendentni projekce uplatiiuji pii selektivnim
soustfedéni pozornosti, frekvenéni selektivité, kodovani intenzity, lokalizaci zvuku,
porozumeéni fe€i a rozeznavani toni v Sumu (Scharf a spol., 1987; Micheyl a Collet, 1996;
Giraud a spol., 1997; Zhang a Suga, 2005). V posledni dobé se objevily zpravy o dusledcich
docasného funkcéniho vytazeni sluchové kiiry na nizsi centra sluchové drahy. Po aplikaci
tetrodotoxinu na sluchovou kiru doslo ke komplexnim zméndm odpovédi neurona
ve stejnostranném colliculus inferior na akustické podnéty (Nwabueze-Ogbo a spol., 2002;
Popelaft a spol., 2003).

Medialni a laterdlni olivokochlearni systém tvoii olivokochlearni projekci (MOC
a LOC, pro ptehled viz Warr, 1992). Pfimym dusledkem stimulace MOC je cholinergni
inhibice motility vnéjSich vlaskovych bunék (viz vySe — role prestinu, Liberman a spol.,
2002). K inhibici dochazi vlivem vstupu Ca®, coz vede k otevieni kalcium dependentnich
draslikovych kanalii a hyperpolarizaci buiiky (Oliver a spol., 2000). Nésledna redukce pohybii
bazilarni membrany, patrné diky sniZzeni motility vnéjSich vlaskovych bunék, snizuje aktivitu
vlaken sluchového nervu a zuzuje dynamicky rozsah sluchu. Funkce olivokochlearniho
svazku je také experimentalné testovatelnd pomoci tzv. kontralaterdlni suprese otoakustickych
emisi. Jde o jev, kdy kontralateralni akustickd stimulace zptsobi pokles amplitud

otoakustickych emisi (Puel a Rebillard, 1990; Berlin a spol., 1993; Hood a spol., 1996).

1.1.5. Histochemie centralniho sluchového systému

Vzhledem k nesmirné komplexnosti problematiky jsou uvedeny jen markery ve
vysSich etdzich sluchové drahy, které souviseji s tématem této dizertacni prace.

Hlavnim excitaénim neurotransmiterem mozkové kiry i1 podkorovych center je
glutamat; zhruba 75% neuront klry je fazeno k excitatnim neuronim, které se vyznacuji

pomérné uniformnimi cytoarchitektonickymi, fyziologickymi a molekularnimi vlastnostmi
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(Peters a Sethares, 1991; de Felipe a Farifias, 1992). Zbylych 20-30 % tvoii inhibi¢ni neurony,
jejichz hlavnim neurotransmiterem je kyselina gamma-amimomaselna (GABA) (Hendry
aspol.,, 1987; Ren a spol., 1992; de Felipe, 1993; Beaulieu, 1993; Gupta a spol., 2000;
Markram a spol., 2004).

V poslednich letech se nashromazdily poznatky o roli inhibi¢nich siti tvofenych
GABA-exprimujicimi interneurony v ruznych ¢astech mozku (Caspary a spol., 1995; Freund
a Buszaki, 1996; Gupta a spol., 2000; Buzséki a spol., 2007). Jde o interneurony fady
morfologickych typt, kosickové bunky, bipolarni, Martinottiho, chandelierové bunky a dalsi,
s vzajemn¢ odliSnymi elektrofyziologickymi vlastnostmi, odliSnou exprimaci dalSich latek
(vapnik vazicich proteind, somatostatinu, VIP a jinych) i odliSnou preferencni lokalizaci
bunék (pro pifehled — Freund a Buszidki, 1996; Markram a spol., 2004). RozloZeni
GABA-imunoreaktivnich (-ir) neuroni a GABA-ir vstupti ve sluchové kiie bylo pomérné
detailn¢ popsano u kocek a opic a lze shrnout, Ze GABA-ir neurony tvofi pfiblizn¢ 20-25%
celkové neuronalni populace sluchové kiiry a jsou pfitomny ve vSech korovych vrstvach,
procentudlné zdaleka nejvice ve vrstvé 1. (pfes 90% vSech neurontl), v dalSich vrstvach mezi
27% (V.) az po 16% (VI1.) (Hendry a spol., 1987; Prieto a spol., 1994a,b). Podobné relativni
zastoupeni, 20-30%, maji GABA-ir neurony 1 v colliculus inferior, detailné bylo popsano
predevsim u kocky a potkana (Oliver a spol., 1994; Merchan a spol., 2005). Zajimavé je, Ze u
malych hlodavci (a netopyrl) je v corpus geniculatum mediale pfitomno jen velmi malé
mnozstvi GABAergnich neuront (1-2% z celkového poctu). U kocek a priméatl naproti tomu
GABAergni neurony tvoii cca 25%, tj. pfiblizn€ stejny podil jako v CI a ve sluchové kiite
(Winer a Larue, 1996, Huang a spol., 1999). Ptitom v CI a sluchové kuife hlodavct je podil
inhibi¢nich neuronti obdobny jako u ostatnich (experimentalnich) savci. To by mohlo
naznacovat pon¢kud odlisSnou roli CGM u hlodavcli, mimo jiné i odli$né zprostiedkovanou
roli inhibice ve sluchové draze, napt. silngj$i tlohu inhibice jiz v colliculus inferior.

Kyselina gamma-aminomaselna je syntetizovana dekarboxylaci glutamatu, tato reakce
je katalyzovéna enzymem glutamat dekarboxyldzou (GAD). V savéim mozku se vyskytuji
dvé izoformy o molekulové hmotnosti 65000 a 67000 (neboli GAD65 a GAD67). Velka
vétSina GABA-ir neuronti obsahuje obé izoformy, proto je GAD standardné pouzivana jako
indikator pfitomnosti a funkce GABA. Ob¢ izoformy se ale liS$i ve své vnitrobunécné
lokalizaci a funkci. GADG65 se vyskutuje pfevazné v axonalnich zakoncenich a syntetizuje
GABA pro vezikularni uvolfiovani, zatimco GADG67 je pfitomna piedev§im v somatech
neuronll a syntetizuje mimovezikuldrni GABA (Erlander a Tobin, 1991; Feldblum a spol.,

1993, 1995; Esclapez a spol., 1994; Hendrickson a spol., 1994). Navic jsou ob¢ izoformy
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patrné ponc¢kud odlisné zapojeny do odpovédi na akutni a chronickou aktivaci inhibi¢nich
neurond (Soghomonian a Martin, 1998; Wei a Wu, 2008).

Krom¢ hlavnich excitanich ¢i inhibi¢nich neuropfenasecli existuje fada dalSich
pfenaSeci a latek s pfevazné neuromodulaéni a smiSenou funkci. Jednou z vyznamnych
nepeptidovych molekul s neuromodulac¢ni funkei je oxid dusnaty (NO), ktery obecné hraje
roli v fad¢ fyziologickych procesii v organizmu. Jde o molekulu vytvarenou tfemi izoformami
(neurondlni, cévni a endothelidlni) syntazy oxidu dusnatého (NOS). Uvnitt bunck, pies
aktivaci guanylyl cyklazy, NO spousti tvorbu druhého posla, cyklického guanosin
monofosfatu (¢cGMP), s néslednou rozli¢nou kaskadou fyziologickych déji (Bredt a spol.,
1991, Dawson a Dawson, 1995; Bredt, 2003). Bylo prokazano, ze katalytickd aktivita
neurondlni NOS zodpovid4 za tzv. NADPH-diafordzovou (NADPH-d) aktivitu neuronalni
NOS a tedy ze NADPH-d je NOS (Hope a spol., 1991). NOS pozitivni neurony lze tak rychle
a pomérné levné zobrazit pomoci prikazu NADPH-diaforazy (Dawson a spol., 1991; Hope
aspol.,, 1991; Valtschanoff a spol. 1993, Dawson a Dawson, 1995). Studie popisujici
rozlozeni NADPH-d/NOS exprimujicich neuront v centralnim nervovém systému naznacuji,
7e jsou pfitomny v mnoha podkorovych i korovych strukturdch a jejich rozloZeni neni zcela
identické s zadnym jinym systémem pienasect (Vincent a Kimura, 1992; Rodrigo a spol.,
1994; Xiao a spol., 1996; Yan a spol., 1996; Yan a Garey, 1997).

NADPH-d/NOS exprimujici neurony jsou v neokortexu piitomny relativné
homogenné (Egberongbe a spol., 1994; Hashikawa a spol., 1994; Kuchiiwa a spol., 1994).
U potkana a opic ale byla prokdzdna i ploSna a laminarni specificita v rozlozeni
NADPH-d/NOS-exprimujicich neuronti (Franca a spol., 1995; Bidmon a spol., 1997; Barone
a Kennedy, 2000). Bylo poukdzéno i na jejich funkéni vztah k mikrocévnimu
parenchymalnimu feciSti v mozku (Estrada a de Felipe, 1998). Ve sluchovém systému
potkana jsou tyto neurony piitomny pfedevsim ve vysSich etazich sluchové drahy (colliculus
inferior, corpus geniculatum mediale, sluchova ktira — Druga a Syka, 1993). Ve sluchové kiie
hlodavcl patii tyto neurony piedevSim ktzv. ,aspiny”“ (bez dendritickych trni)
nepyramidovym interneuroniim, které vyznamné kolokalizuji s GABA, neuropeptidem Y
a nékterymi vapnik vazicimi proteiny (Kowall a spol., 1987; Vincent a Kimura, 1992;
Rodrigo a spol., 1994; Bidmon a spol., 1997). Tato zjisténi naznacuji moznou ulohu exprese
NO pfi zpracovani akustické informace. Zmény v poctu a rozlozeni NADPH-d pozitivnich
neuronll nastaly po experimentalnich manipulacich. Napftiklad ablace sluchové kiry potkana
méla za nasledek oboustranny pokles po¢tu NADPH-d pozitivnich neurontt v colliculus

inferior (Druga a Syka, 2001). V ptipad¢ ¢lovéka se uvazuje i o vyznamu zmén v pocétu
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arozlozeni NADPH-d pozitivnich neuronti v souvislosti s nékterymi onemocnénimi
centralniho nervového systému jako je schizofrenie ¢i Parkinsonova nemoc (Mollace a spol.,
1995; Blum-Degen, 1999).

Vyraznd metabolicka aktivita, kterd provazi ¢innost neuronl, mize mimo jiné vést
k intenzivnimu kolisani hladin nitrobuné¢ného vapniku. NaruSeni nitrobunécné homeostazy
vapniku miize ovlivnit funkci 1 pfezivani neuroni a ptredstavovat prvni krok v neurondlni
degeneraci (Foster a spol., 2007). Zmény ve vapnikové homeostaze ve starnoucim mozku jsou
davany do souvislosti s ubytkem funkéni zdatnosti, at’ jiz pfedstavuji pfic¢inu ¢i privodni jev
(Khachaturian 1989; Verkhratsky a Toescu, 1998). Hlavnimi specifickymi cytoplasmatickymi
pufry vapniku v nervové buice, které napoméhaji k udrzeni homeostazy kalcia, jsou
tzv. vapnik véazici proteiny (CBP), kalbindin, parvalbumin a kalretinin (Gibson a Peterson,
1985; Feldman a spol., 1990; Baimbridge a spol., 1992; Villa a spol. 1994).

Rozlozeni bun¢k produkujicich parvalbumin (PV) a kalbindin v centrdlnim nervovém
systému potkana popsal poprvé Celio (1990). PV-ir neurony se nachazely ve vétSing ¢asti
centralniho sluchového systému s vyjimkou corpus geniculatum mediale (Celio, 1990;
Covenas a spol., 1991). Jejich rozloZzeni je caste¢né komplementarni k neuronim
exprimujicim kalbindin, s dominantnim zastoupenim parvalbuminu v primérnich a kalbindinu
v sekundarnich sluchovych oblastech, jak bylo také popsano u mysi (Cruishank a spol., 2001),
opic (Jones, 2003) a nakonec i u lidi (Tardiff a spol., 2003). Spolecny vyskyt exprese
kalbindinu, parvalbuminu a kalretininu v jedné buiice se tyka jen velmi malého poctu neuront
(Celio 1990, Kubota a spol., 1994; Leuba a Saini, 1997; Kemppainen a spol., 2000) a tak tyto
tii vapnik vazici proteiny charakterizuji tii pfevazné¢ oddélené neurondlni populace
(Demeulemeester a spol., 1989; Rogers a Resibois, 1992). Obecné lze fici, ze pro vSechny tfi
zminéné proteiny je typicky vyskyt v interneuronech (Golgi typ II) jejichZ pfenaSecem je
GABA. V tomto ohledu vyrazné¢ vyniké parvalbumin, jehoz kolokalizace s GABA je témét
stoprocentni (Celio, 1986; Kosaka a spol., 1987; de Felipe a Jones, 1992; Ren a spol., 1992;
Condé¢ a spol., 1994; Kawaguchi a Kubota, 1998). Parvalbumin exprimujici neurony tudiz
pfedstavuji svébytnou populaci GABA-ir neurond, pfedev§im koSiC¢kovych, ale také
chandelierovych bunck. Zaroven lze fici, Ze jde do zna¢né miry o odliSnou populaci
interneuronti nez NADPH-diaforaza-exprimujici neurony (Dun a spol., 1994; Morello a spol.,
1997; Jinno a Kosaka, 2002).

V poslednich letech pfibyva praci dokladajicich, Ze siln¢ aktivni GABA-ir korové
kosickové bunky, které produkuji parvalbumin, jsou generdtorem tzv. gamma oscilaci, které

jsou klicové pro vytvoreni Casového ramce zpracovani informaci v mozku (Kawaguchi
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a Kubota, 1998; Bartos a spol., 2007). V hipokampu tyto parvalbumin exprimujici bunky
predstavuji 20% GABA-ir interneuronil (Freund a Buzséki, 1996) a vytvareji extenzivni sité
propojené¢ pomoci gap junctions (Fukuda a spol., 2006). Pokles poctu ¢i funkce téchto
interneurontt byl popsdn u nckolika vyznamnych onemocnéni lidského mozku jako je
schizofrenie a epilepsie (Lewis a spol., 2005; Woo a Lu, 2006). Na druhé stran¢, v lidském
mozku jedinci ve vySSim véku, ktefi netrpéli Zzaddnym psychiatrickym nebo
neurodegenerativnim onemocnénim, nebyl nalezen Zzadny pokles poctu parvalbumin
pozitivnich buné€k, zatimco poklesy v poctech kalbindin a kalretinin pozitivnich neuront

prokazany byly (Bu a spol., 2003).
1.2. Hodnoceni funkce sluchového systému
V tomto piehledu jsou ptedstaveny predevSim metody, které maji pfimou souvislost

s postupy uzitymi v této dizertacni praci.

1.2.1. Stanoveni sluchovych praha

Objektivnim prostfedkem ke stanoveni sluchovych prahti jsou akustickym podnétem
vyvolané (evokované) odpovédi. Jsou to projevy mozkové elektrické aktivity, které maji
pevny &asovy vztah k definovanym zvukovym stimulim. Sifi se jako nervovy vzruch ve
sluchové dréze a lze je zaznamenat pomoci elektrod umisténych na povrchu hlavy.

K vlastnimu stanoveni sluchovych prahii se u zvifat nejcastéji uzivd kmenovych
vyvolanych odpovédi ABR (,,Auditory Brainstem Response®). Vyznacuji se velmi kratkym
trvanim odpovédi (fadoveé do 10 milisekund). Standardné je pfi jejich nahravani pfitomno
5 vin. Podle pfevazujicich nazora I. a II. vlna odpovidaji aktivité distalni a proximalni ¢asti
sluchového nervu, III. odpovid4 aktivit¢ sluchového jadra, IV. odpovida pravdépodobné
aktivit¢ oliva superior a V. aktivit¢ colliculus inferior (Moller, 2000). Ke zvyraznéni
elektrickych odpovédi se vyuzivd metoda zprimérnéni. Zprimérnénim urcitého mnozstvi
odpovédi se zvysi pomér amplitudy odpovédi a amplitudy Sumu pozadi. Miizeme obdobné
zaznamenat i odpovédi se stiedni latenci (middle latency responses — MLR; 15-60 ms), které
jsou povazovany za projev aktivity thalamu a kiry.

Vyuzitim snimani ABR v lidské objektivni audiometrii je tzv. audiometrie
evokovanych kmenovych odpovédi (BERA). U lidi se ale pro stanoveni sluchového prahu
standardn¢ pouzivaji metody, jeZ maji subjektivni charakter, jako je tonova a slovni (feCova)
audiometrie. Je vhodné si také uvédomit, Ze ve srovnani s malymi experimentalnimi zviraty

(v€etné kocky) je sluchova dréha u ¢lovéka podstatné delsi, neboli i cestovni doba pro pienos
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signalu je delsi, coz je mimo jiné vyznamné pro interpretaci evokovanych odpovédi, zvlasté

v ptipad¢€ porovnavani s pokusnymi zvitaty (Moller a Janneta, 1981; Moore, 1987).

1.2.2. Otoakustické emise

Snimani otoakustickych emisi (OAE) je objektivni metoda hodnotici projevy
aktivniho pohybu (elektromotility) vnéjSich vlaskovych bunc€k a tim i jejich funkéni stav.
Otoakustické emise predstavuji velmi slabé zvuky (o 40 — 50 dB niz$i nez je intenzita
stimulujiciho zvuku), které¢ lze zaznamenat v zevnim zvukovodu citlivym mikrofonem. Jde
o pomérné rutinni metodu uzivanou i v lidské audiometrii, uplatiuji se v diferencialni
diagnoze poruch sluchu a jsou vyuzivany napi. pifi skriningovém vySetieni sluchu
novorozencl (Kemp, 2002). Otoakustické emise byly poprvé popsany Kempem (Kemp, 1978,
1979) jako aktivné pozménény odraz postupujici viny pohybem vnégjSich vlaskovych bunék.
Do jaké miry a jakym zplsobem se ale piivodni energie postupujici viny pfesné podili na
vzniku otoakustickych emisi, neni doposud zcela jasné¢ (Kemp, 1986; Rossi a kol., 1989;
Fukazawa, 1992; Kemp, 2002).

Otoakustické emise lze vyvolat jako odpovéd’ na akustické podnéty (transientni OAE
— TEOAE, OAE distorzniho produktu — DPOAE), mohou ale byt zaznamendny i bez
akustické stimulace (spontanni OAE — SOAE).

- SOAE jsou uzkopasmové akustické signaly vznikajici na zaklad¢ aktivni pohyblivosti
OHC. Jejich vyskyt je spojen s fyziologickym sluchovym prahem, je moZzné je zaznamenat
zhruba u 50 % normaln¢ slysici populace. Mohou dosahovat kladnych decibelovych hodnot
(dB SPL).

- TEOAE vznikaji jako reakce na akustickou stimulaci kratkym podnétem, nejCastéji
Sirokopasmovym klikem, proto jsou v literatuie rovnéZ nazyvany ,.click — evoked OAE*
(Kemp, 1998). Protoze akusticky klik obsahuje Siroké spektrum frekvenci, maji i TEOAE
komplexni charakter. Latence zaznamenavanych TEOAE odpovidaji délce cesty, kterou musi
absolvovat zvukové vInéni k dosazeni specifického mista podél ductus cochlearis
a k opétovnému navratu (Gelfand, 1997). Zatimco u lidi jsou TEOAE pomérné dobie vybavné
u vSech veékovych skupin (ale mizi u senzorineurdlnich patologii sluchu), u hlodavci jsou
detekovatelné napt. u morcat a kralikt, u potkanii a mysi jsou vybavitelné jen sporadicky
(Khvoles a spol., 1996).

- DPOAE jsou vyvolany nelinearni interakci simultdnniho plisobeni dvou ¢istych toni, tzv.
»primaries* o riznych frekvencich f1, £2 (Kemp, 1998). Tyto frekvence museji byt blizké, ale

ne prili§ blizké, aby oba tony (respektive ob& postupujici viny) mohly spolu ve vétsi mire
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interagovat a vytvaret tak distorzni produkty. Nejvyssi hodnoty DPOAE jsou naméfeny,
pokud je pomér frekvenci f2/f1 okolo 1,2. Amplitudy DPOAE jsou rovnéz vyssi, pokud
intenzita f1 pfevysuje f2 o0 10 — 15 dB. Divodem pro to je, ze v misté odpovidajicim frekvenci
2 bude pak energie postupujicich vin obou tont (o frekvencich f1 a f2) pfiblizné stejna. Diky
tomu muze dochazet k rovnocenné nelinearni interakci obou stimuld. Nejintenzivngjsi
naméfend DPOAE svou frekvenci odpovida vzorci 2fl - f2 (tzv. kubicky diferencni ton),
ostatni kombinace maji niz§i intenzitu (napf. 2f2-fl, atd.). Pivodné se uvadélo, Zze
nejintenzivnéj§i DPOAE (2f1-f2) vznikd v misté geometrického priméru obou primarnich
frekvenci, které lezi uprostied mezi oblastmi maximalniho rozkmitu bazildrni membrany pro
fl a f2 frekvence (Gelfand, 1997). Skutecnost je ale komplikovanéj$i a DPOAE (vcéetné 2f1-
f2) jsou spiSe produkovany v celém pasu bazilarni membrany od baze az po misto
odpovidajici f2. Navic je tfeba vzit v potaz, Ze vytvofeny distorzni produkt 2f1-f2 se sam
propaguje jako nova postupujici vina, kterd stimuluje své odpovidajici misto na bazilarni
membrané (tj. 2f1-f2, apikdlné¢ od f2) a zde vytvari vlastni emisi, ktera dale interaguje
s distorznimi produkty. Celkové je otazka vzniku a nasledné interakce distorznich produkt
OE velmi komplexni, pro bliz§i studium viz napt. Berlin (1998), nicméné jejich
experimentalni i klinicka aplikace pro hodnoceni funkce sluchu je velmi uzitecna.

Zmény v DPOAE jsou citlivy indikator zmén funkce, poskozeni, ¢i zaniku vnéjSich
vlaskovych bunc€k, a mohou odhalit skrytou kochlearni patologii jest¢ diive, nez dojde
k posunu sluchovych prahtt (Lichtenhan a spol, 2005; Davis a spol., 2005). DPOAE
zaznamenavame prakticky vzdy u lidi 1 zvifat normalné slySicich, zcela chybi (v
odpovidajicim frekvenénim rozmezi) v piipadé senzorineuralni ztraty piesahujici cca 40 — 60
dB (Harris, 1990; Oeken a Muller, 1995). U lidi i zvifat byl navic popsan prevazujici obecny
pokles DPOAE s vékem (Parham, 1997; Jimenez a spol., 1999; Kon a spol., 2000; Guimaraes
a spol., 2004).

1.3. Zmény sluchu ve staii — presbyakuze

Je dobfe znamo, ze v pribéhu starnuti dochazi ke zhorsovani funkce sluchu savct
véetné lidi oznacovanému jako presbyakuze. V lidské populaci piedstavuje presbyakuze
velmi vyznamny zdravotni a socidlni problém (Frisina a Frisina, 1997; Mazelova a spol.,
2003; Gordon-Salant a spol., 2007). Nejcastéji se zprvu projevuje poruchou vnimani
vysokych frekvenci, postupem casu je poruseno i vnimani zvukid o stfedni a niz$i frekvenci,
zaroven ale dochazi ke zhorSenému vnimani komplexnich zvukd, jako napt. lidské feci, a to

1 v situacich, kdy je posun sluchovych prahti velmi maly. K pfislusSnym patologickym
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zméndm dochdzi na nitrousni (kochlearni) urovni, ale 1 v centralni sluchové draze (pro
celkovy ptehled presbyakuze viz Schuknecht a Gacek, 1993; Willot a spol., 2001; Syka, 2002;
Gates a Mills, 2005; Ohlemiller a Frisina, 2008). Ackoliv je termin obycejné pouZivan
v huménni problematice, z vySe uvedené definice je jasné, ze je jeho pouziti fakticky mozné
i u zvifecich modelt, i kdyz v tomto piipadé chybi moznost hodnotit snizené porozuméni feci
a subjektivni slozku dopada ztraty sluchu. Obecné se pouziva rozdéleni presbyakuze podle
lokalizace patologickych zmén na stridlni (metabolickou), senzorineuralni (zanik vlaskovych
bun¢k) a neurdlni, kterd se miize tykat jednak degenerace na Urovni spirdlniho ganglia
a sluchového nervu, a vtom piipad¢ jest¢ patii k perifernim komponentam presbyakuze,
jednak se mize tykat zmén v centralnim nervovém systému, a pak tvoii centralni komponentu
presbyakuze. Presbyakuze v dlsledku snizeni poddajnosti a nasledné ztuhlosti bazilarni
membrany Cortiho orgdnu je dnes povaZovana za pouze teoreticky model. V mnoha
ptipadech je presbyakuze klasifikovana jako smiSend, tedy z n¢kolika riznych pficin podle
zpusobu vzniku. V dal$im textu se budu zabyvat vesmés pouze zjisténimi u zvifecich modela

presbyakuze.

1.3.1. Kmeny zviiat uzivanych K vvzkumu starnuti sluchu

Zviteci experimentdlni modely maji ve srovnani s clovékem vyhodu vzhledem
k pomérné kratké primérné délce zivota malych experimentélnich zvifat (2 roky mys, 3 roky
potkan, 5 - 8 let morce), pfesto se 1 v téchto pfipadech Casto jedna o pokusy s celkové
mnohem del§im ¢asovym rozvrhem oproti experimentiim, kde je mozné zménu v pokusné
skupiné zjistit bezprosttedné po jednorazovém nebo kratkodobém zakroku ¢i plisobeni.
Zmény pozorované v prib¢hu starnuti nejsou vyrazné variabilni jen mezi jednotlivymi druhy,
ale 1 u riznych kment v rdmci jednoho Zivoc¢isného druhu.

Mezi klasické zvifeci modely presbyakuze patii outbredni kmen piskomila
mongolského, jehoz audiometricky rozsah je srovnatelny s lidskym (tj. maximalni citlivost na
frekvenci okolo 4 kHz) (Mills a spol., 1997; Schmiedt a spol., 1996; Boettcher a spol., 1993,
1995; Adams a Schulte, 1997). Navic je obdobné jako u ¢lov€ka velmi variabilni i sluchova
ztrata, kterd se u téchto zvifat srostoucim veékem objevuje. DalSim klasickym
experimentalnim zvifetem uzivanym k vyzkumu presbyakuze je inbredni (tj. geneticky
uniformni) kmen mysi C57BL/6J (Willott a spol., 1988b, 1993; Mc Fadden a Willott,
1994a,b; Willott, 1996; Walton a spol., 1998), jehoz pfislusnici trpi ¢asnym a progresivnim
zhorSovanim sluchové funkce. U outbredniho kmene mys$i CBA/CalJ bylo naopak

zaznamenano jen malé zhorSeni sluchovych prahti s rostoucim vékem (Willot, 1986; Willot a
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spol., 1988a; Prosen a spol., 2003), ptesto bylo u nich pfitomné signifikantni zhorSeni
distorznich produktii otoakustickych emisi (Varghese a spol., 2005).

Pokud se vysledky experimentl vztahuji k lidské presbyakuzi, je tfeba vzit samoziejmé
v tvahu, Ze frekvenéni maximum citlivosti sluchu mysi lezi kolem 16 kHz (Mikaelian, 1979;
Henry a Chole, 1980). To samoziejm¢ plati i pro potkana (Syka a spol., 1996) a dalsi druhy
zvitat. Jiny rozsah slySitelné oblasti znamena 1 napf. jiny vyznam spojeni ,,oblasti vysSich
frekvenci®; pro ¢lovéka jde jiz o frekvence mnohdy jednoznaéné lezici v oblasti ultrazvuku.

U potkana ptedstavuje Long Evans outbredni kmen s normdlnim pribéhem starnuti,
dozivajici se kolem 36 mésici, s normalnim sluchem v dospélosti a jen mirnym Ubytkem
sluchové funkce ve stati (Popelai a spol., 2003, 2006). Long Evans je tak jistou potkani
analogii mySiho kmene CBA. Naproti tomu inbredni kmen Fischer 344 ma zrychleny priibch
starnuti, které je doprovazeno vyskytem Cetnych patologii, a doba doZiti jedincti tohoto kmene
je kolem 24-28 mésict (Sass a spol., 1975; v poslednich desetiletich se uvadi spise stale se
zkracujici doba doziti, viz Caspary a spol., 2008). Kmeny Long Evans a Fischer 344
piedstavuji dva kmeny potkanii s velkou $ifi morfologickych, fyziologickych a behavioralnich
rozdila. Naptiklad Fischer 344 vykazuje, podobné jako dalSi inbredni kmeny (Wistar,
Sprague-Dawley a Dark-Agouti), velky kognitivni deficit v riznych behavioralnich testech v
Morrisové vodnim bludisti, na rozdil od divokych potkanti a kmene Long Evans (Harker
a Whishaw, 2002). U starych zvitat Fischer 344 se Casto objevuje kardiomyopatie, fibroza
a chronicka intersticialni myokarditida a nefropatie (Coleman a spol., 1977; Goodman a spol.,
1979). Potkani kmene Fischer 344 jsou tak cCasto pouzivanym inbrednim kmenem
i v toxikologii a v onkologickém vyzkumu. Obvykla je téZ degenerace sitnice vedouci
k silnému poskozeni zraku ve stafi (Di Loreto a spol., 1994). Co se tyce sluchového systému,
jiz diive byla u kmene Fischer 344 popséana ve staii degenerace struktur hlemyzd¢€ spojena se
zvysenim sluchového prahu (Simpson a spol., 1985; Keithley a spol., 1992) a posléze byla
zjisténa také degenerace stria vascularis (Buckiovd a spol., 2006, 2007). Ve srovnani
se starymi jedinci kmene Long Evans maji starci Fischer 344 velky posun sluchového prahu
(v oblasti vyssich frekvenci az kolem 50 dB), vyrazny pokles ve velikosti amplitudy
vyvolanych kmenovych odpovédi, vymizeni distorznich produktii otoakustickych emisi
apokles ve stiedousni poddajnosti (Popelat a spol.,, 2003, 2006). Ve studiich
specializovanych na biochemické aspekty presbyakuze jsou hojné uzivani potkani Fischer 344
¢i kiiZenci Fischer 344 x Norway F1 (Milbrandt a spol., 1994, 1996; Palombi a Caspary,
1996a,b,c) (viz téz kapitola 1.3.6.)
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Kromé¢ kment slouzicich jako standardni modely riznych forem zhorSovani sluchu ve
stafi bylo zhorSeni sluchu s vékem prokdzéano i u fady dalSich druhti a kmena. Napt. apoE
deficientni kmen mySi, slouzicich standardn¢ jako zvifeci model aterogenické
hypercholesterolemie (Reddick a spol, 1994), u kter¢ho byl sledovan vztah mezi
hypercholesterolemii a ztratou sluchu (Guo a spol., 2005). Konecné i u primatd (mimo
cloveka) byl zjistén posun sluchovych prahli ve staii, pfedevSim v oblasti vysSich frekvenci

(Bennet a spol., 1983).

1.3.2. Nitrou$ni komponenta presbyakuze

Strialni (metabolickd) — pfi¢inou je pozvolnd degenerace stria vascularis.
K degeneraci dochazi na Grovni baze, ptipadné i apexu kochley a $iii se do stfedni ¢asti, mize
mit ohniskovy, nesouvisly charakter vyskytu. V disledku degenerace marginalnich
a intermedidlnich bunék stria vascularis je indukovdna ztrita funkce Na'K'ATPazy
a nasledn¢ snizeni endokochlearniho potencialu. Jak jiz jméno napovida, stria vascularis ma
bohaté¢ cévni zasobeni a vysoky metabolicky obrat. ZhorSeni krevniho pritoku se
pravdépodobné vyznamné podili na jeji degeneraci, a tak i na poskozeni sluchu, jak o tom
sveédcCi 1 histopatologické studie na piskomilech (Gratton a Schulte, 1995, Seidman a spol.,
1999). Vyznamnou degeneraci stria vascularis se vyznacuje napt. i potkani kmen Fischer 344,
kde nachazime akumulaci apoptotickych bun¢k v bazalni vrstvé vedouci k odchlipeni stria
vascularis od spiralniho ligamenta (Buckiova a spol., 2006, 2007), ackoliv u tohoto kmene se
na rychlém zhorSeni sluchu pfipojuje i vliv stfedouSni patologie (Popelar a spol., 2006).
Pokles endokochlearniho potencidlu o hodnotu kolem 20 mV vede k posunu sluchového
prahu v celém frekvencnim spektru, nejvice ale v oblasti vysokych frekvenci (az 40-50 dB).
Fakt, Zze pfimé podani latek do kochley, které docasné upravilo endokochlearni potencial,
nastolilo i zlepSeni sluchovych prahti, vedl k teorii stridlni presbyakuze jako tzv. mrtvé baterie
(,,dead battery*) (Gratton a Schulte, 1995; Spelman a spol., 2004).

Senzorineuralni — hlavni patologickou slozkou je v tomto pfipad¢ zanik vnitinich

nebo vnéjsich vlaskovych bun&k. Castou pfi¢inou je vystaveni hluku (akutni, ale mnohem
castéji dlouhodobé a opakované), vliv ototoxickych latek (nckterd antibiotika, atd.) a dale
nckteré dédi¢né patologie. Typickym projevem je ztrata sluchu v oblasti vyssich frekvenci.
U Clovéka zacina prudsi sklon audiogramu nejprve ve frekvencich vysSich, nezli jsou
frekvence feci, proto je porozuméni fe€i zprvu zachovavano. Standardnim zvifecim modelem
tohoto typu presbyakuze je kmen mys$i C57BL/6J (Henry, 1984; Parham, 1997, Syka 2002).

Snizeni poctu vnéjSich a vnitinich vlaskovych bun€k je u tohoto kmene detekovatelné jiz
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od 3 mésicti véku a postupuje od apexu dale do stiedu kochley (Spongr a spol., 1997).
U C57BL/6] mysi byly ovSem rovnéz popsany patologické zmény cévni vodivosti ve
vnitinim uchu (Brown a spol., 1995). Starnuti samotné neni zifejm& nutné spojené
s vyznacnou ztratou vlaskovych bunék, jak dokazuji studie u potkana (Popelaf a spol., 2006)
¢i piskomila (Mills a spol., 1997). Z genti, které se na tomto typu poSkozeni sluchu se
starnutim mohou podilet, je zvazovana napt. role genu Ahl, ktery je pfitomen i u kmene
C57BL/6] a ktery je davan do souvislosti 1 s citlivosti na poSkozeni vyvolané hlukem
(Johnson a spol., 1997; Ohlemiler, 2002; Harding a spol., 2005).

Neuralni — Protoze degenerace sluchového nervu a bun¢k spiralniho ganglia byva
studovana v jedné fad¢ s kochlearnimi komponentami presbyakuze, oddéluji ji od neurdlnich
zmén, které se tykaji centralniho sluchového systému, na nichz mohou mit, zvIasté ve vyssich
etdzich, podil i zmény provazejici starnuti centralni nervové soustavy jako celku. Izolovana
aprimarni forma poSkozeni vtéto oblasti je pomérné vzacna, vesmés pouze jako
jednostrannd, nasledkem trazu ¢i neurinomu (nddor sluchového nervu). Degenerace zde byva
Casté¢ji sekundarni, nasleduje mnohdy s odstupem po zni¢eni smyslovych bunék, a tak je napf.
limitujicim faktorem pro voperovani kochlearniho implantatu. Patii sem i asynchronni aktivita
vlaken sluchového nervu, snad v souvislosti s porusenim synaptického spojeni s vlaskovymi

buiikami (Hellstrom a Schmiedt, 1990; Bohne a spol., 1990; Schucknecht a Gacek, 1993).

1.3.3. Terapeutické ovlivnéni nitrousni presbyakuze

Preziti a funkce senzorickych organt se zvySujicim se vékem zavisi na fadé faktort.
Zasadni vyznam méa mimo jiné zachovani dostatecného krevniho zdsobeni a tak ptisunu
kysliku a zivin, zhorSeni v tomto pfisunu se mize podilet na senzorineuralni 1 stridlni formé
presbyakuze. Siln¢ vaskularizované epithelium ve stria vascularis je totiz zdrojem kladnych
endokochledrnich potenciadli a vysokych hladin drasliku v endolymfé, dvou nezbytnych
podminek normalni funkce vné&jSich a vnitinich vlaskovych bun¢k (Melichar a Syka, 1987).
Histologické studie u piskomilti pak dodavaji diikazy, Ze cévni poskozeni se na s vékem spjaté
ztrate sluchu skutecné podili (Gratton a Schulte, 1995; Seidman a spol., 1999).

Mezi patologické procesy spojené se starnutim, které ve svém disledku znamenaji
snizeni pfisunu krve k orgdniim téla vcetné smyslovych organti, patii napt. diabetes mellitus
(Il. typu). Vede k rozvoji mikroangiopatie a neuropatie s naslednou degeneraci bunéck
spiradlniho ganglia a stria vascularis (Maia a Campos, 2005, Frisina a spol., 2006). Dalsi
z dobfe zndmych patologickych procesti spojenych se starnutim je aterosklerdza. Patologické

zmény, ke kterym pii jejim rozvoji dochdzi v cévach, zahrnuji dysfunkci a zanétlivé
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poskozeni cévni vystelky — endothelu a akumulaci lipidi pod ni, nasledované v daném misté
proliferaci cévnich hladkych svalovych buné¢k a kolagenové matrix (Mestas a Ley, 2008).
V disledku ¢ehoz dochéazi ke zmenseni svétlosti cévy a snizeni krevniho pritoku. Zpomaleni
aterosklerotického procesu v malych cévach senzorickych organti by tak mohlo pomoci
ke zpomaleni ztraty sluchu ve stafi. Ateroskleroticky proces probiha také ve velkych cévach,
kde vede kupiikladu k rozvoji kardiovaskularni patologie. U lidi jiz byl nalezen statisticky
vztah mezi vy$§imi hladinami cholesterolu a presbyakuzi, i mezi presbyakuzi a vyskytem
kardiovaskularnich onemocnéni (Gates a spol., 1993; Villares a spol., 2005).

Mezi léky standardné a uspéSn¢ uzivanymi v 1écbé a prevenci kardiovaskuldrnich
onemocnéni patii statiny (Shepherd a spol., 1995; Davignon, 2001). Statiny priméarn¢ u¢inkuji
jako kompetitivni inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA) reduktazy,
klicového enzymu v biosyntéze cholesterolu, ale také latek podilejicich se na bunééné aktivaci
a proliferaci, coz ma klicovy vyznam pro potlaceni patologickych zmén cévniho endothelu
a vzniku aterosklerotickych 1ézi. Jejich aplikace by tak mohla zlepSit i cévni zasobeni
smyslovych organii (Liao, 2005).

Z dal$ich faktort, které¢ se pravdépodobné podileji na rozvoji presbyakuze a kde jiz
byly podniknuty pokusy o terapeutickou manipulaci, je mozné zminit pfedev§im nasledujici.
Vzhledem k teorii, ze se na starnuti organizmu podili akumulujici se pasobeni volnych
radikalt kysliku, byly také se smiSenym uspéchem podniknuty pokusy ovlivnit rozvoj
presbyakuze pomoci aplikace antioxidantii (Derin a spol., 2004; Le a Keithley, 2007) ¢i
kalorickou restrikci (Seidman, 2000). V ptipadech, kde je zndma genetickd souvislost
s konkrétni formou poskozeni sluchu v pribéhu starnuti, se zkoumaji jiz i moznosti ptimého
dodani chybéjiciho genu do kochley, jako je tomu u genu Ahl (Izumikawa a spol., 2005). Dale
se hledaji napt. geny, které maji vztah k apoptdze vlaskovych bunck (Tadros a spol., 2008).
Celkoveé jsou ale pokusy o teraupeutické ptisobeni na rozvoj presbyakuze teprve v rané fazi.

Terapeutické ovlivnéni rozvoje perifernich forem presbyakuze mtize mit ale vyznam
1 vzhledem k mozné navaznosti nékterych slozek centralni presbyakuze na piedchozim
poskozeni kochlearnich funkci. K rozpracovani moznosti pitimého ovlivnéni centralni
komponenty presbyakuze bude tfeba detailné objasnit procesy a zmény, které jeji rozvoj

provazeji, k ¢emuz se snazi ptispét i experimenty uvedné v této dizertacni praci.

1.3.4. Centralni komponenta presbyakuze - elektrofyziologie

Co se tyce centralni komponenty presbyakuze, ptedpoklada se, ze je u ¢lovéka i dalSich

savcl uzce spojena predevsim se zhorSenym zpracovavanim parametri komplexnich zvuki v
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centralnim nervovém systému (Dubno a spol., 1984; Fitzgibbons a Gordon-Salant, 1994;
Schneider a spol., 1994; Snell, 1997; Strouse a spol., 1998; Tremblay a spol., 2002, 2003;
Ostroff a spol., 2003). Komplexni zvuky, obsahujici ¢asové se rychle a nepfetrzit¢ ménici
parametry frekvence a amplitudy, jsou charakteristickou soucasti nejen lidské feci,
ale i zvifecich vokalizaci. Zachovani ptesného zpracovani casovych a spektralni rysi
komplexnich zvuki ma pro dany subjekt Casto zivotné¢ dulezity vyznam. Pro zpracovani
komplexnich zvukl je klicova funkce inhibi¢nich okruhii, které se podileji na jemném
vyladéni a zaostfeni odpovedi neuront na rychle se ménici parametry zvuku (Walton a spol.,
1997; Strouse a spol., 1998; Krishna a Semple, 2000; Liang a spol., 2002; Caspary a spol.,
2002b; Mazelova a spol., 2003).

Jelikoz pro zpracovani komplexnich zvukl se ukazuje nezbytné zachovani funkce
vyssich etdzi sluchové drahy, predné pak sluchové kiry (a vcetné i jejich sekundarnich
oblasti) (Rauschecker, 1998; Johnsrude a spol., 2000; Eggermont 2001; Suga, 2006, Kudoh
aspol,, 2006; Engineer a spol.,, 2008), pokles inhibice zprostiedkované kyselinou
gamma-aminomaselnou (GABA), kterd je hlavnim inhibi¢énim neurotransmiterem
v centralnim nervovém systému, mize piispivat k poskozeni sluchu ve stafi. V posledni dobé
skute¢né pribyva praci dokladajicich snizujici se funkci GABAergni inhibice s vékem.

V elektrofyziologii byly jiz diive u C57BL/6J myS$i popsany zmény aktivity neurond
v CI (Willott, 1984, 1986). Snizeni citlivosti k vysokym frekvencim (v souvislosti
s kochledrnimi zménami) vedlo ke zméné charakteristické frekvence neuronit CCI (od pasma
vysokych frekvenci ke stfednim frekvencim, na téchto zménénych frekvencich byly
pozorovany niz§i prahy nez prahy pro tytéz stiedni frekvence u topicky odpovidajicich
neuront mladych mysi). Zaznam aktivity jednotlivych neuronti u starych zvitrat ale odhalil
dalsi zmény, predev§im méné piesné zpracovani komplexnich zvukl v disledku rozsifenych
excitaénich poli v colliculus inferior (Palombi a Caspari 1996a,b,c; Walton a spol., 1998;
Walton a spol., 2002; Simon a spol., 2004). Zajimavé je, Ze toto zhorSeni inhibi¢ni funkce
v sluchové draze bylo prokazano podobnou meérou pro oba mysi kmeny, C57 i1 CBA
(McFadden a Willott, 1994; Walton a spol., 1998, 2002; Simon a spol., 2004; Felix a Portfors,
2007), ptestoze jinak se oba kmeny vyrazné li§i mirou zachovani sluchu ve stafi, a tudiz nelze
tuto zménu inhibi¢ni funkce piipsat pouze kochlearnim zménam.

Métenim aktivity jednotlivych neuronii a skupin neuronti byly ve sluchové kuife zjistény
v principu obdobné zmény jako v CI, zatimco pii podobném méfeni ve ventralnim jadie NC
nebyla vySe uvedeny posun citlivosti ke stfednim frekvencim ptitomny (Willott a spol., 1991,

1993). Novéji Turner a spol. (2005a) zjistili, ze v V. vrstvé primarni sluchové kiry ubyva tzv.
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V/U tuzce naladénych receptivnich poli neuront na charakteristické frekvence, tj. neuront
s uzkymi prahovymi kiivkami, a pfibyva receptivnich poli komplexné naladénych, tj. ptibyva
neuronlt odpovidajicich v §ir§Sim rozmezi frekvenci, u kterych se navic zvySuje 1 jejich
excitabilita. Tyto dva rtizné typy receptivnich poli funguji vedle sebe i v mladé primarni
sluchové kure jako ziejmé dva odlisné systémy zpracovani akustické informace a maji
pravdépodobné 1 odlisné dalsi projekce. Neurony s tzkymi receptivnimi poli jsou spojeny
s descendentnim systémem kortiko-thalamické drahy (Winer a spol., 1998; Winer a Prieto,
2001; Turner a spol., 2005a), zatimco neurony s komplexnimi receptivnimi poli se podileji
vice na kortiko-kortikdlnim spojeni a spiSe nez predchozi (V/U) dostavaji piimé inhibi¢ni
vstupy, které zieymée ve stati ztraceji (Hefti a Smith, 2000; Hefti a Smith, 2003; Turner a spol.,
2005b). Ubyvani V/U poli a zvySeni poctu hyperexcitabilnich komplexnich poli by podle
uvedenych autorii mélo vést k vétSimu propousténi Sumu do celého korového zpracovani
avnimani zvuku. To je vsouladu spozorovanymi jevy, které doprovazeji i lidskou

presbyakuzi.

1.3.5. Centralni komponenta presbyvakuze - histochemie

V souladu se zavéry plynoucimi z elektrofyziologie, histochemické prace piindseji
ze starnouci sluchové drahy nalezy zménénych hladin inhibi¢nich neurotrasmiteri GABA
(resp. GAD, smiSen¢ obou izoforem, nebo GAD65 a GAD67 kazdé zvlast) a glycinu, a dale
zmény strukturdlnich podjednotek GABA, a g receptori a jejich vazebné sily. Jiz
v kochle4rnim jadfe byl zaznamenan pokles hladin glycinu u starych mysi kmene C57, ne
vSak u kmene CBA (Willott a spol., 1997). S vékem zhorsena funkce glycinovych receptort
v NC byla prokazana u kmene potkanti Fischer 344 (Krenning a spol., 1998). Ve vyssich
etdzich sluchové drdhy je jiz hlavnim inhibiénim neurotransmiterem kyselina gamma-
aminomaselnd (GABA). Nejvice praci vtomto sméru pochdzi z Casparyho laboratoie
ve Springfieldu. U starych potkanti kmene Fischer 344 byl popsan pokles poctu GABA-ir
neuront v centralnim jadie CI (CCI) doprovazeny snizenim enzymatické aktivity GAD
a poklesem uvoliiovani GABA ze synaptickych zakonceni (Caspary a spol., 1990; Raza
a spol, 1994, Caspary a spol, 1995). Dale byl v CCI popséan tibytek GABA-ir synaptickych
zakonc¢eni, bez ubytku v celkovém poctu vSech neuront (barveni podle Nissla) (Helfert
a spol., 1999). Navic byl pozorovan i pokles vazebné intenzity GABA, a GABAg receptorti
spole¢né se zmeénami v proporénim sloZeni jejich bilkovinnych podjednotek, a to u starych
potkani kmene Fischer 344 i Sprague-Dawley (Gutierrez a spol, 1994; Milbrandt a spol.,
1994, 1996, 1997; Caspary a spol., 1999; Schmidt a spol., 2008). Kone¢né, ve sluchové klire
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byl prokazéan pokles hladin GAD65 a 67 mRNA a pokles optické denzity GAD67-ir neuronti
u hybridnich potkana Fischer 344/Brown Norway (Ling a spol., 2005). V souhrnu lze fici, ze
jsou prokazovany zmény na presynaptické i postsynaptické trovni GABAergniho systému.

V tomto ohledu neni ale zndmo, zda toto sniZzeni funkce GABAergniho systému
ve stafi je primarné zavislé na zhorSujici se funkci periferniho smyslového organu (jak se zda
byt zavislé u funkce glycinergniho prenosu v nucleus cochlearis — Willot a spol., 1997). Tedy
zda je disledkem snizené ascendentni aktivace, anebo zda je tato zména spiSe centralniho
puvodu, a tedy je rysem -charakteristickym pro starnouci mozek. Viceméné vSechny
histochemické prace do soucasnosti testovaly zvifeci kmeny s velkou ztratou sluchu ve stari.
Dosud tak nebyly u téchto zmén popsany zadné piipadné mezikmenové rozdily v rdmci
jednoho druhu experimentalnich zvitat, coz je rozdilna situace od nalezii zménénych hladin
vapnik vazicich proteind ve stari, kde takové rozdily jiz popsany byly (Zettel a spol., 1997;
Idrizbegovic a spol. 2001, 2004). Pfitom, jak jiz bylo feCeno, jsou vapnik vazici proteiny
ve velké mife souCasné exprimovany v tychz neuronech jako neurotransmiter GABA (Kosaka
a spol., 1987; Kawaguchi a Kubota, 1998).

Zmény v hladinach véapnik vézicich proteinti v neuronech byly v SirSim pohledu
popsany v tad€ korovych a podkorovych centrech mozku starnoucich laboratornich zvirat.
Hwang a spol. (2003) nalezl pokles poc¢tu PV-ir neuronti v¢etné jejich morfologickych zmén
v olfaktorickém bulbu starych potkana. U starych potkant byl pokles PV-ir neuronti a jejich
zmenSeni popsano v cingularni kife (Krzywkowski a spol., 1995). Vyznamny pokles poctu
CB exprimujicich bun¢k a naopak malé zmény ve vyskytu PV-ir neurond, byly pozorovany
v hipokampu starych kralikii (De Jong a spol., 1996). V mozku kiecki (mozecek, striatum
a hipokampus) s nartstajicim vékem klesla produkce mRNA pro CB, zatimco produkce
mRNA pro CR a PV ziistala nezménéna (Kishimoto a spol., 1998). Ve sluchovém systému
byly tyto zmény popsany v kochledrnich jadrech a v colliculus inferior u mysi. Mimo jiné se
ukazalo, ze zmény jsou v NC u vSech tfi proteinit vyrazné specifické podle pouzitého
laboratorniho kmene mysi (Idrizbegovic a spol., 2003,2004) a pro kalretinin tomu tak bylo
1 v colliculus inferior (Zettel a spol., 1997, 2001). V kontextu téchto nalezli byla uvedenymi
autory vznesena otazka potiteby zachovani tvorby téchto proteinii (nebo nékterého z nich)
ve stale aktivnich neuronech ve stafi, tj. mimo jiné v disledku zachované funk¢ni aferentace.

Doposud se histochemické studie pln€ neshoduji v nazoru, k jakym zménam dochézi
ve stafi u NADPH-diaforaza/NOS-pozitivnich neuronti, které byly nékterymi autory
povazovany za pomérné stabilni systém (Huh a spol, 1997a). Cast&ji viak byl popsan pokles

poctu pozitivnich neuronti, napt. v mozkové kiife a striatu potkant. Tyto studie naznacovaly
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i probéhlou ptestavbu dendritického vétveni (Yamada a spol., 1996; Cha a spol., 1998). Byly
jiz navrhnuty hypotézy o vazbé mezi zménami v poctu a funkci NADPH-diaforaza/NOS-
pozitivnich neuronll a naslednym zhorSenim funkce somatosenzorického, ¢ichového (Necchi
a spol., 2002) a sluchového systému (Reuss a spol., 2000). Nekteti autoti predpokladaji, ze
zmény v produkci NO by mohly piedstavovat obecné vyznamny faktor v ramci starnuti
centralniho nervového systému (Kirkwood a Kowald, 1997; McCann a spol.,1998; Yamada

a Nabeshima, 1998).
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2. CILE PRACE

V nasi praci jsme se pokusili objasnit, jaké zmény se objevuji u potkana ve sluchové
draze s narlstajicim v€kem, a to v neurochemickych markerech systému inhibi¢nich
GABAergnich interneurond, které by mohly souviset s centralni komponentou presbyakuze.

Nejprve jsme s vyuzitim markeru NADPH-diafordzy sledovali kvantitativni
a kvalitativni morfologické zmény populace interneuronti exprimujicich ve sluchové kiife
hlodavct neuromodulator NO. Zaroven jsme vyuZzili i moZnost zhodnotit, zda se u velmi
starych jedinct potkaniho kmene Long Evans vyskytuji atrofické zmény mozkové kiry.

Zajimala nas dale zavislost zmén ve stafi na zachovalé ¢i nezachovalé funkci sluchu,
a proto jsme do dalSich studii zatadili zastupce dvou kmenil potkana s velmi rozdilnou mirou
zachovalosti sluchové funkce s v€kem, tj. Long Evans a Fischer 344. Vzhledem k vyznamu
parvalbumin exprimujici subpopulace GABA-ir neuronti jsme se rozhodli sledovat zmény
imunoreaktivity parvalbuminu ve vysSich etazich starnouci sluchové drahy, v colliculus
inferior, corpus geniculatum mediale a sluchové ke u obou kmenti.

Dale jsme se zajimali o zmény celkové GABAergni neurotransmise ve stafi, a proto
sledovali  hladiny obou izoforem klicového enzymu pro tvorbu GABA,
glutamatdekarboxylazy (GAD). PredevSim nds zajimal stav u kmene Long Evans, ktery
doposud na zmény GABAergniho systému ve stafi nebyl testovan. Jednalo se o to, zda 1 kmen
potkana se zachovanou sluchovou funkci bude mit nalez poklesu hladin GAD. Odlisnost
zmén jsme chtéli porovnat s ndlezy u potkant Fischer 344, kde byl pokles GABAergni funkce
v colliculus inferior, ve sluchové a ve zrakové kure.

Dale jsme se pokusili v experimentu také o farmakologické ovlivnéni presbyakuze.
V nasem pfiipadé se jednalo o periferni, senzorineurdlni formu presbyakuze u standardniho
mySsiho modelu kmene C57BL/6J. Protoze v ptipad¢ tohoto modelu presbyakuze je tieba vzit
v uvahu vliv aterosklerotického poskozovani cév s vékem, byla uzita latka ze skupiny statind,
standardnich 1€kt uzivanych v humanni mediciné v 1écbé kardiovaskularnich onemocnéni.
Jako indikétora sluchové funkce jsme pouzili sledovani sluchovych prahti pomoci kmenovych
vyvolanych odpovédi (ABR) a také zaznam distorznich produktii otoakustickych emisi
(DPOAE), které¢ indikuji stav vnéjSich vlaskovych bunék. Stejny experiment byl proveden i se
vzorkem mladych apoE-/- myS$i, standardniho zvifeciho modelu aterogenické
hypercholesterolemie. Uginek atorvastatinu na cévni sténu byl ovéfen u obou kmeni

stanovenim aktivity endothelidlnich zanétlivych markert.
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Pracovni hypotézy experimentu byly formulovany nasledujicim zpusobem:

I. NADPH - diaforaza

e Meéni se ve staii pocet a distribuce NADPH-diafordza pozitivnich neuronti v oblasti
sluchové¢ kury potkana?

e Vzhledem k dobrému zobrazeni dendritického vétveni — méni se jeho charakter ve staii
a meéni se morfologie NADPH-diaforaza pozitivnich bunéénych somat?

e Jsou pfitomny u velmi starych potkanti kmene Long-Evans atrofické zmény mozkové

kary?

II. PARVALBUMIN

e Mc¢ni se v pribé¢hu starnuti pocet neuronti exprimujicich parvalbumin a jejich distribuce
v CI, CGM a SK potkana?

e Mcni se ve staii velikost, morfologie a intenzita exprese u téchto parvalbuminovych
neurona?

e Jsou tyto zmény specifické v zavislosti na pouZitém kmeni potkana? (Long-Evans

vs Fischer 344)

IIl. GLUTAMATDEKARBOXYLAZA

e Meéni se ve stafi pocet neuront exprimujicich glutamatdekarboxyldzu (GAD65 a GAD67)
a jejich distribuce v CI, SK a ZK potkana?

e Mc¢éni se ve stari velikost, morfologie a intenzita exprese u GAD-ir neuronti?

e Meéni se ve stafi celkové hladiny glutamatdekarboxylazy (GAD65 a GAD67) v CI, SK
a ZK?

e Jsou tyto zmény specifické v zavislosti na pouzitém kmeni potkana? (Long-Evans

vs Fischer 344)

IV. ATORVASTATIN - farmakologické ovlivnéni

e Miuze podani atorvastatinu ovlivnit rychly nastup poSkozeni sluchu u mladych mysi
kmene C57/BL/6J?

e Mize podavani atorvastatinu ovlivnit poskozeni sluchu i u mysi apoE-/- ?

e Koreluji u experimentdlnich zvifat zmény v hladinach cholesterolu v krvi a v expresi

endothelialnich zanétlivych markert s funkénimi nalezy?
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Testovani rozdilit v poctu a morfologii NADPH-diafordaza pozitivnich neuronii

ve sluchové kitire mladych a starych potkanii

3.1.1. Zvirata

Do tohoto experimentu byli zafazeni potkani kmene Long Evans stafi 3 (n=5) a
36 mésicll (n=6). VSechna zvirata pochazela z aredlové chovné stanice a od 2 mésict veku
byla chovana za standardnich podminek v aredlovém zvéiinci. Zadna zvifata neméla béhem
chovu znamky stfedous$ni infekce a vSechny experimenty byly provedeny v souladu s principy
pée o laboratorni zvifata a v souladu s pfedpisy etické komise Ustavu experimentalni
mediciny Akademie véd CR a Helsinskou deklaraci. Mladi potkani vazili 250-300g a stafi
400-500g.

3.1.2. Histochemie

Zvitata v hluboké anestezii (pentobarbital, 50 mg/kg, intraperitonedlné¢) byla
transkardialné perfundovana nejprve fyziologickym roztokem a poté 4% roztokem
paraformaldehydu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH = 7,4). Do 15 minut po perfuzi byly vynaty
mozky, postfixovany 1h v témze fixativu (4° C) a poté nasyceny v 30% roztoku sachardzy ve
fosfatovém pufru (PBS) pfes noc pii téZe teploté. Na zmrazovacim mikrotomu byly nakrajeny
frontalni fezy ze zajmovych oblasti o tloust'ce 40 um.

Volné tezy byly néasledné preinkubovany v roztoku obsahujicim 0,8 % Tritonu X,
1,25 mg/ml maldtu sodného, 0,5 mg/ml B — NADPH, a 1,0 mg/ml tetrazoliové modti
(nitroblue tetrazolium) po dobu 60 min pii teploté 37° (vSe Sigma). Nasledn¢ byly fezy omyty
v PBS, natazeny na skli¢ka, vysuseny a prekryty.

3.1.3. Kvantitativni hodnoceni a morfometricka analyza

Analyza byla soustfedéna na sluchovou kiiru, na oblasti Te3 a Tel. Data ziskana ze
zrakové oblasti (V1,2) jsme pouzili jako pfidatnou kontrolu pro zhodnoceni pocetnich zmén
ze dvou senzorickych oblasti kiiry. Hranice jednotlivych anatomickych struktur byly urceny
podle pfisluSnych anatomickych atlast (Zilles, 1985; Paxinos a Watson, 1998). U kazdého
zvitete bylo vybrano 10 fezli v rozmezi od 4,2 mm do —5,8 mm od bregmy a ventralni
hranice oblasti Tel a Te3 byly kontroln¢ identifikovany odmétenim 2,0-2,5 mm od fissura

rhinalis pro Te3 a 3,5-4,0 mm pro Tel. Jako dodate¢né kriterium pro urceni dorzalni hranice
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sluchové kiry jsme zvolili prolozenou linii prochéazejici hornim (dorzalnim) okrajem
diencephala v daném fezu. Ve zrakové¢ kiife jsme vybrali vzorky ve vzdalenosti mezi —5,0 az
po —6,5 mm od bregmy. Pro zjisténi po¢tu NADPH-d pozitivnich bunék bylo pouZzito
dvojrozmérné pocitdni v ndhodné umisténém hodnoticim ramecku o velikosti 0,044 mm?
(ramecek byl vyryty pfimo v okularu, velikost pozorované plochy tkan¢ ohrani¢ené
rameckem zavisela na zvoleném objektivu, zde pii uziti 40x). Celkové byly neurony
spocitany u mladych zvitat v 480 (Tel+3) a 327(V1,2) a u starych zvitat v 385 (Tel+3) a 385
(V1,2) hodnoticich rameccich.

K pocitani bun¢k byl pouzit svételny mikroskop Leica DMRXA. Pomoci digitalni
kamery (Optronics, 1600 x 1200 pixeli) byl obraz prfevadén na monitor pocitace a zde byla
provadéna morfometricka analyza v programu QWin. Tloustku sluchové a zrakové kiry jsme
méfili jako kolmou spojnici mezi povrchem mozku a rozhranim VI. korové vrstvy s bilou
hmotou. Celkovy pocet méefeni ¢inil u mladych zvitat 58 (sluchova ktira) a 45 (zrakova kiira)
a u starych zvitat 64 (sluchova kiira) a 55 (zrakova kiira). Morfometrickd analyza neuronii
byla provadéna pouze ve sluchové kure, 300 neuronit u mladych a 372 neuronti u starych
zvitfat bylo pouzito pro detailni analyzu. Doptedu urenym kriteriem pro nevylouceni
vybraného neuronu z této analyzy byla ptfitomnost dobfe viditelného dendritického vétveni
a viditelny nucleolus. V poloze maximalniho zaostfeni jadra bylo bunécné télo a dendrity
obkresleny kurzorem na obrazovce monitoru a automaticky byly zméfeny morfologické
parametry. Pomoci softwaru QWin byly méfeny tyto parametry: a) plocha fezi somaty bunék,
b) primérna délka jednotlivych dendritickych segmentd, c) pocet viditelnych dendritickych

segmentl a ) poCet mist rozvétveni dendritu.

3.2. Testovani imunoreaktivity parvalbuminu v colliculus inferior, CGM a sluchové kiiie

mladych a starych potkanii dvou kmenii

3.2.1. Zvirata

Do experimentu bylo zafazeno 19 potkanti (10 Long Evans, 3-5 mésict starych n=5,
27-30 mésicu starych n=5, 9 Fischer 344, 3-5 mésict starych n=5 a 22 mésicu starych n=4).
Vsechna zvifata kmene Fischer 344 byla ziskdna ve véku 2 mésic z Charles River
Deutschland (Charles RiverWiga GmbH, Sulzfeld, Germany) a pak chovana za standardnich
podminek v aredlovém zvéfinci. VSechna zvifata kmene Long Evans pochazela z aredlové

chovné stanice a od 2 mésicti véku byla chovéna za standardnich podminek v aredlovém
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zvéfinci. Zadna zvifata neméla b&hem chovu znamky stfedousni infekce a vsechny
experimenty byly provedeny v souladu s principy péce o laboratorni zvifata a v souladu
s piedpisy etické komise Ustavu experimentalni mediciny Akademie véd CR a Helsinskou

deklaraci. Mladi potkani obou kmeni vazili pfiblizn¢ 200-300g a staii mezi 400-600g.

3.2.2. PV —imunohistochemie

Zvitata v hluboké anestézii (pentobarbital 50mg/kg, intraperitonealné) byla
transkardialn¢ perfundovdna nejprve fyziologickym roztokem a poté 4% roztokem
paraformaldehydu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH = 7,4). Do 15 minut po perfuzi byly
vyjmuty mozky, postfixovany lh v témze fixativu (4° C) a poté nasyceny v 30% roztoku
sachardzy ve fosfatovém pufru (PBS) pies noc pii téZe teploté. Na zmrazovacim mikrotomu
byly nakrajeny frontalni fezy ze zdjmovych oblasti o tloustce 40 um.

Volné fezy byly nasledné preinkubovéany v blokovacim roztoku (kozi sérum — Vector)
a poté inkubovany 48 h v PBS (4° C) obsahujicim anti-parvalbumin (1:1000, Sigma, St.
Louis, MO). Poté byly fezy inkubovany s biotinylovanou sekundarni protilatkou (1:200,
Vector) po dobu 90 min a nésledn¢ s avidin-peroxidazovym komplexem (1:100, Vektor) po
dobu 1h, vSe pfi laboratorni teploté. Peroxiddzova reakce byla zviditelnéna 0,02%
diaminobenzidinem s 0,01% hydrogen peroxiddzou (3 min). Rezy byly namontoviny
na sklicka, vysuSeny a piekryty.

U jednoho zvifete z kazdé skupiny (v€k a kmen) byl vybran kazdy druhy fez pro
barveni podle Nissla z ditvodu zjisténi ptipadnych zmén celkového poctu neuront a dale pro
pomocnou orientaci pfi uréovani hranic jednotlivych korovych oblasti. Rezy byly inkubovany
10 minut v roztoku krezylové violeti (0,2g krezylové violeti + 100ml destilované vody + 200
ul 10% kyseliny octové), poté oplachnuty v destilované vodé a kratce ponofeny

do diferencia¢niho roztoku (1 ml 10% kyseliny octové v 100 ml 70% ethanolu), vysuseny

a prekryty.

3.3. Testovani imunoreaktivity GAD65 a 67 v colliculus inferior, sluchové a zrakové kiire

mladych a starych potkaniui dvou kmenii

3.3.1 Zvirata
Do experimentu bylo zatazeno 42 potkant (30 Long Evans, 3-5 mésicii starych n=15,

30-35 mésicu starych n=15, 12 Fischer 344, 3-5 mésicu starych n=7 a 24 mésicu starych n=5).

37



Vsechna zvifata kmene Fischer 344 byla pofizena ve véku 2 mésici z Charles River
Deutschland (Charles RiverWiga GmbH, Sulzfeld, Germany) a pak chovana za standardnich
podminek v aredlovém zvéfinci. VSechna zvifata kmene Long Evans pochazela z aredlové
chovné stanice a od 2 mésicti véku byla chovéna za standardnich podminek v aredlovém
zvéfinci. Zadna zvifata neméla b&hem chovu znamky stfedousni infekce a vsechny
experimenty byly provedeny v souladu s principy péce o laboratorni zvifata a v souladu
s piedpisy etické komise Ustavu experimentalni mediciny Akademie véd CR a Helsinskou

deklaraci. Mladi potkani obou kmenii vazili 200-300g a stati 400-600g.

3.3.2. GAD67 — imunohistochemie
Long Evans potkani, 3-5 (n=5) a 30-35 (n=5) mé&sicu stafi, a Fischer 344 potkani, 3-5

(n=5) a 24 (n=3) mésict stafi, byli v hluboké anestézii (ketamin 35 mg/kg + xylazin 6 mg/kg,
intramuskularng) transkardidlné perfundovani nejprve fyziologickym roztokem a poté
4% roztokem paraformaldehydu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH = 7,4). Do 15 minut po
perfuzi byly vyjmuty mozky, postfixovany 1h v témzZe fixativu (4° C) a poté nasyceny v 30%
roztoku sacharozy ve fosfatovém pufru (PBS) pfes noc pii téZe teploté. Na zmrazovacim
mikrotomu byly nakrajeny ze zdjmovych oblasti frontdlni fezy o tloustce 40 um.

Volné tfezy byly nasledné preinkubovany v blokovacim roztoku 1h (kozi sérum —
Vector) a poté inkubovany 24 h v PBS (4° C) obsahujicim anti-GAD67 (mysi monoklonalni,
1:2000, Chemicon). Poté byly fezy inkubovany s biotinylovanou sekundéarni protilatkou
(1:200, Vector) po dobu 1h a nasledn¢ s avidin-peroxidazovym komplexem (1:100, Vektor)
po dobu 1h, vsSe pifi laboratorni teploté. Peroxidazova reakce byla zviditelnéna
0,05% diaminobenzidinem s 0,01% hydrogen peroxidazou (3 min). Rezy byly namontovany

na sklicka, vysuSeny a piekryty.

3.3.3. GAD65 — imunohistochemie

Long Evans potkani, 3-5 (n=4) a 30-35 (n=4) mésict stafi, byli podrobeni stejné
procedure jako vedouci k piipravé histologickych fezli u potkanti pro barveni na GAD67.

Volné fezy byly nasledné preinkubovany v blokovacim roztoku 1h (kozi sérum —
Vector) a poté inkubovany 72 h v PBS (4° C) obsahujicim anti-GAD65 (krali¢i polyklonélni,
1:750, Chemicon) a 1% blokovaci kozi sérum. Poté byly fezy inkubovéany s biotinylovanou
sekundarni protilatkou (1:200, Biosource) po dobu 1h a nasledné s avidin-peroxiddzovym

komplexem (1:100, Vektor) po dobu 1h, vSe pii pokojové teploté. Peroxiddzova reakce byla
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zviditelnéna 0,05% diaminobenzidinem s 0,01% hydrogen peroxidazou (3 min). Rezy byly

namontovany na sklicka, vysuseny a prekryty.

3.3.4. GADG6S + 67 - western blot

Pro tento druh analyzy byli uziti Long Evans potkani, 3-5 (n=6) a 30-35 (n=6) mé&sict
stafi, a Fischer 344 potkani, 4 (n=2) a 24 (n=2) mésict stafi. Zvitata v hluboké anestézii
(ketamin 35 mg/kg + xylazin 6 mg/kg, intramuskularn¢) byla dekapitovédna, jejich mozky
rychle vyjmuty a ponofeny do ledové chladného fyziologického roztoku. Nésledné byly
z obou hemisfér urychlen¢ odebrany CI a oblasti sluchové a zrakové kiry. Odebrané vzorky
zahrnovaly vzdy cely CI (tedy centralni jadro a externi i dorzélni kiiru v jednom celku),
sluchové oblasti kiry Tel+Te3 (Zilles, 1985) a zhruba rozsah zrakovych oblasti VI+V2
(Paxinos a Watson, 1998). VSechny tkanové vzorky byly v mikrozkumavkach okamzité
vlozeny do ledu a uloZeny zmrazené pii teplot¢ -80°C az do doby dal§iho zpracovani
pocinajic homogenizaci.

Tkané byly homogenizovany Potter-Elvehjemovym homogenizatorem s teflonovym
pistem za intenzivniho chlazeni v homogeniza¢nim pufru 0.05 M Tris-NaCl (pH 7.4)
s inhibitory protedz. Homogenat jsme centrifugovali 10 minut pii 10 000 x g pii teploté 4°C.
Stanoveni koncentrace proteinti ve vzorcich bylo provedeno Bradfordovou metodou
s pouzitim hovéziho sérového albuminu (BSA) jako standardu. Vzorky (cytosolicka frakce)
jsme ziedili vzorkovym pufrem obsahujicim 10% glycerol, 2% dodecyl sulfat sodny (SDS),
0.05% bromphenolovou modi a 4M dithiotreitol a 10 minut inkubovali ve vodni lazni pfi
teploté 80°C. Elektroforetické déleni proteint jednotlivych vzorkd bylo provadéno 150 minut
pii 30 mA na 1 gel na plochych polyakrylamidovych gelech v prosttedi SDS
v elektroforetické soustavé Mini-Protean II (Bio-Rad), kde koncentrace akrylamidu v gelu
byla 3%. Elektroptenos proteind na nitrocelul6zové membrany (Amersham, Biosciences) byl
proveden v elektropienosové soupraveé (Bio-Rad Mini Protean II transblot) v transferovém
pufru (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% methanol, 0,1% SDS) pti 350 mA po 60 minut pfi
teploté 4°C. Membrany byly inkubovany 60 minut pii laboratorni teplot¢ v blokovacim
roztoku 5% nizkotu¢ného mléka v TBST (10% Tris-NaCl s 0,05% Tween 20, pH 7,5). Po
promyti (3x kratce 3x5 minut v TBST) byly membrany inkubovany ptes noc pii teploté 4°C
v roztocich primarnich protilatek: GAD65 (krali¢i polyklonalni, Chemicon, 1:1200 v TBST),
GAD67 (mysi monoklondlni, Chemicon, 1:5000 v TBST) a aktin (my$i monoklonalni,
Chemicon, 1:10 000 v TBST). Poté byly membrany opét promyty a pifi laboratorni teploté

inkubovany 2 hod v roztoku sekundarni protilatky konjugované oxida¢ni metodou s kienovou
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peroxidasou (anti-mysi IgG 1:7500, Upstate a anti-krali¢i IgG 1:3333, Chemicon v TBST).
Membrany po imunodetekci byly promyty a po 2 hodinové inkubaci v TBST byla provedena
metoda zesilené chemiluminiscence (ECL). Detekéni roztok byl pfipraven smichanim roztoku
A (luminol) a B (H,O;) v poméru 40:1 (Amersham Biosciences) a nalit na membrany.
Membrany byly exponovany na autoradiograficky film (Kodak MXB). Exponované filmy
byly vloZzeny do vyvojky a ustalovace a nasledné promyty pod studenou tekouci vodou
a suSeny volné pfi laboratorni teploté. Dale byly filmy naskenovany v proslém svétle (Canon
CanoScan 8400F). Pro zjisténi relativniho mnozstvi GADu a aktinu v jednotlivych vzorcich,
jsme pouzili program ImageQuant. Hladiny GAD65 a GAD 67 byly vypocitany jako podil
optické denzity pozadovaného proteinu oproti aktinu. Mnozstvi proteinu nanesen¢ho na gel se
pro kazdou izoformu a frakci liSilo z divodu zajisténi linearity poméru intenzita x plocha
u vyslednych prouzki z western blotu. K zaru€eni specifity proteini GAD65, GAD 67

a aktinu, byl pouzit roztok barevnych standardi molekulovych hmotnosti (Invitrogen).

3.3.5. Stereologie (PV + GAD)

Imunoreaktivita byla analyzovdna v fezech, které obsahovaly CI, CGM a sluchovou
kiru (Tel a Te3) v pfipad¢ parvalbuminu, a vfezech, které obsahovaly CI, sluchovou
a zrakovou kuru v pfipadé GAD. Vzhledem k negativhim vysledkiim analyzy corpus
geniculatum mediale v fezech barvenych na parvalbumin (minimalni pocet pozitivnich bung¢k,
7z4dné zmény) a vzhledem k ocekdvatelné negativnim vysledkim i u analyzy na zmény
v GAD, nebylo jiz CGM v dalsi praci analyzovano a misto néj byla v praci na GAD naopak
systematicky vySetfovana i zrakova ktira, aby mohla byt plnohodnotné zarazena do vysledki.
Hranice jednotlivych anatomickych struktur byly urceny podle pfisluSnych anatomickych
atlastt (Zilles, 1985; Paxinos a Watson, 1998) a s pomoci fezli barvenych podle Nissla
(ptedevsim ohraniceni sluchové kiiry) (viz téz obr. 4 A,B,C).

V CI jsme vybrali vzorky mezi —8,0 az po —9,2 mm od bregmy, které obsahuji vSechny tfi
casti CI, centralni jadro i1 externi a dorsalni kiiru. V. CGM byly vybrany fezy mezi —5,0 az
—6,2 mm od bregmy. Rezy obsahujici sluchovou kiiru byly vybrany ve vzdalenosti od —4,2
mm do —5,8 mm od bregmy. Ventrdlni hranice oblasti Tel a Te3 byly kontrolné
identifikovany odméfenim 2,0-2,5 mm od fissura rhinalis pro Te3 a 3,5-4,0 mm pro Tel. Jako
dodatecné kriterium pro urceni dorzalni hranice sluchové kiry (Tel) jsme zvolili prolozenou
linii prochdzejici soucasné hornim (dorzalnim) okrajem diencephala v daném fezu. A konecné

ve zrakové ktife (GAD) jsme vybrali vzorky mezi —5,0 az po —6,5 mm od bregmy.
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Obr. 4 (4,B,C) — Topograficky prehled
Cl, CGM a mozkové kury a jejich
vnitiniho clenéni. Obrazek upraven pro
nase ucely podle Paxinos a Watson
(1998) a Zilles (1985).

(4) — bregma -8,8 mm; (B) — bregma
-5,0 mm; (C) — bregma -4,8 mm.

Par —  parietalni  kura;, Hip —
hipokampus, PRh — perirhinalni kira;
V1,2 — zrakova kira (primdarni a

sekundarni); RSD, RSV — retrosplenialni
kiira, dorzalni a ventralni; CGM-D,V,M
— corpus geniculatum mediale, dorzalni,
ventralni a medialni cast.

Pro vlastni kvantitativni vyhodnoceni zmén imunoreaktivity parvalbuminu a GAD
ve stafi jsme jiz pouzili stereologické metody vylucujici zkresleni, tzv. opticky disektor (West
a spol.,, 1991; Mayhew a Gundersen, 1996), a ne pouze 2D hodnoceni jako v praci
na NADPH-diaforazu. Stereologické metody je mozné vyuzit pro odhady celkového objemu
objektu, plochy povrchu objektu, délky linedrnich tvarh a poctu Castic v tkéni. Zdkladem pro
pouzivani stereologickych metod je vyuzivani principu nestranného systematického
nahodného vybéru. Stereologickd analyza tedy vyuziva principi geometrické
pravdépodobnosti a vysledek, ktery je ziskdn, neni presnou hodnotou, nybrz jejim odhadem,
ktery ale neni zatiZen systematickym zkreslenim. Opticky disektor je stereologicka sonda,
ktera zahrnuje pocitani objektli v objemové jednotce. Vyuziva dostate¢né silnych fezii (40 um

je pro pocitani neuroni pln¢ dostacujici), uvniti kterych jsou postupnym zaostfovanim
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po danych intervalech prochdzeny jednotlivé optické (ohniskové) roviny. Pro celkovy piehled
problematiky, viz Howard a Reed (1998).

V poslednich letech se uziti stereologie stava zlatym standardem, protoze se vyhyba
nékterym zkreslenim, ke kterym dochdzi pfi klasickém 2D vyhodnocovani. Naptiklad, pokud
se ve zkoumané tkani oproti kontrolnimu vzorku zmensil objem bunék, pak pii uziti ¢ist¢ 2D
metody hodnoceni muze dochdzet k systematické chybé. Mensi objekt mé totiz mensi
pravdépodobnost, Ze bude v daném tenkém fezu zachycen. Tudiz by v tomto piipadé byl
pocet bunék podhodnocen a jejich priimérna velikost uméle nadhodnocena. Vysledek zaroven
ukéze arteficidlné mensi pocet bunck ve srovnani s kontrolou, ackoliv ve skutecnosti se tento
pocet vilbec nezménil. VIiv tohoto zkresleni se i1 pii 2D analyze velmi vyrazné zmenSuje,
pokud je zkoumany tkdnovy fez vyznamné silnéjS$i nez nejvétsi pocitané objekty, které se
v ném nachézeji, a zaroven, pokud jsou pocitané objekty vyrazné kontrastni a tedy viditelné
i mimo tenkou ohniskovou rovinu. Diky tomu je velmi pravdépodobné, Ze v nasi predchozi
praci s barvenim na NADPH-diaforazu bylo vzniklé zkresleni minimalni. Rez byl 3-4 krat
silngj$i nez nejvetsi zjisSténa somata neuronti a intenzivné zbarvené builky pomoci prikazu
NADPH-diaforazy byly dobie viditelné (a pocitané) i pokud se nachazely mimo ohniskovou
rovinu (tedy v celé tlouStce fezu, coz je fakticky zédklad pro opticky disektor, Casto nebyva
v praxi tzv. 2D pocitani ¢ist¢ dvourozmérné, ale mimovoln¢ bere v potaz n¢které 3D aspekty).

K hodnoceni jsme pouzili svételny mikroskop Leica DMRXA spojeny s digitalni
kamerou (Optronics, 1600 x 1200 pixeld), kterd prevadéla obraz na monitor pocitace.
Obrazovou analyzu jsme provedli pomoci softwaru Neurolucida (MicroBrightField, USA).
Mikroskop Leica DMRXA byl vybaven motorizovanym stolkem umoziujicim pohyb
ve sméru os X a Y, posun ve sméru osy Z byl fizen digitalnim mikroposuvem spjatym piimo
s mikroskopem Leica. Vyuzili jsme moznost pocitatové generované sit€¢ (v programu
Neurolucida) pfes obrazovku monitoru, diky niz a tabulce ndhodnych cisel bylo mozné
nahodné zvolit pocatecni pozici hodnoticiho ramecku ve vyhodnocované oblasti.

Pfi pouziti 100x nasobné zvétSujiciho objektivu byla stanovena stala velikost
hodnoticiho ramecku (3880 um?), vyska optického disektoru byla konstantnich 5 pm. Horni
a dolni hranice fezu byly zbézné prohlédnuty, zda v nich nejsou ztracena bunécna jadra (viz
Andersen a Gundersen, 1999), pro vylouceni takto vzniklého zkresleni bylo prvnich
a poslednich piiblizn¢ 5 pm fezu vylouceno z analyzy. Bylo pocitano primérné 200 neuronti
na zvite, zvlast’ pro colliculus inferior, zvIast' pro sluchovou a zvlast’ pro zrakovou kiru
(v CGM bylo malo PV-ir neuroni, takze na jedno zvite jich bylo pocitano kolem 30). Kazdy

neuron v hodnoticim ramecku byl zapocitan v okamziku, kdy jeho jadro bylo v maximalnim
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zaostfeni. V této poloze bylo bunééné télo obkresleno kurzorem na obrazovce monitoru
a automaticky byly zméteny morfologické parametry a opticka denzita. Hodnocena byla jen
PV-ir a GAD-ir somata vétsi nez 5 pm a s viditelnym jadérkem.

Ackoliv pocitani neuronil bylo nezkreslen¢, méfeni jejich objemu mohlo byt spojeno
s malou chybou. Vzhledem k faktu, ze Slo o frontalni fezy, nebyl zcela splnén pozadavek
na izotropni ¢i vertikalni rovnhomérné nadhodnou polohu fezli (viz Mayhem a Gundersen,
1996). Nicméné ve star$i praci (Gundersen a spol., 1988), autofi argumentuji, Ze chyba v
tomto piipadé by méla byt zanedbatelna. Objem jednotlivych somat neuronii byl urcéen
pomoci tzv. nukleatoru. Vypo¢itan byl pomoci vzorce: estV = 4/3 x m x (wl’), kde I’ je
prumérna hodnota tfetich mocnin délek prasecikii ndhodné prolozenych skrze nucleolus
(na monitoru, 3-4 priseciky na jedno soma) v poloze, kdy bylo jadro builkky v maximalnim
ohnisku (Mayhem a Gundersen, 1996). Spocitin byl objem pfiblizn¢ 60 somat na jednu
strukturu (CI, SK, ZK) pro kazdé jednotlivé zvife (v CGM v priméru pouze kolem 10).

Variace v intenzit¢ nespecifického imunoznaceni v pozadi ovliviiuje samoziejmeé
vysledné hodnoty optické denzity (= intenzity imunoreakce) neuronovych tél. Napf. na fezu
vice nespecificky nabarveném jsou i vice, arteficidln€, denzni bunécnd tcla. Je tedy tieba
provést normalizaci. Vzhledem k tomu, Ze ve studiich zabyvajicich se starnutim neexistuje
v mozku struktura, kterd by mohla byt povazovana za indiferentni (tj. nedotCenou starnutim),
pocitali jsme normalizovanou hodnotu optické denzity v kazdém fezu jako podil mezi
primérnou optickou denzitou analyzovanych PV-ir a GAD-ir neuronil a primérnou optickou
denzitou odpovidajiciho poctu imunonegativnich bunék v témze fezu (tj. pouze nespecificky
zbarvenych — viditelnych jako obrysy na pozadi), viz Ling a spol. (2005). V naprosté vétsing
piipadii bylo u daného neuronu na prvni pohled jasné, zda je imunopozitivni. U malého poctu
nejistych neuronti byl proveden dalsi krok, pokud jejich naméfend opticka denzita nebyla
vy$$i nez dvojnasobek prumérné optické denzity imunonegativnich bun¢k v daném fezu, byly

povazovany také za negativni a z analyzy vylouceny.

3.4. Testovani vlivu atorvastatinu na zpomaleni poSkozeni sluchu s vékem u dvou kmenii

mySi

3.4.1. Zvirata a celkovy design experimentu

Veskera péce o zvifata a experimenty byly provedeny v souladu s principy péce

o laboratorni zvitata a v souladu s ptedpisy etické komise Ustavu experimentalni mediciny,
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Akademie véd CR, Farmakologické fakulty Univerzity Karlovy v Praze a Helsinskou
deklaraci. Do experimentu byly zatazeny kmeny mysi C57BL/6]J a apoE-/-. Mysi byly
chovany v pravidelném cyklu svétla a tmy (12h) a mély neomezeny ptistup k vodé. Hmotnost
mysi obou kmentl v prubéhu pokusu se pohybovala kolem 15-20g.

C57BL/6J mysi (n=34) byly odstaveny ve véku 4 tydni a ndhodné rozdéleny do dvou
skupin. Kontrolni skupina (n=17) byla krmena 8 tydni normdlni dietou, zatimco
experimentalni skupina (n=17) dostavala kazdy den 10 mg/kg atorvastatinu (Zentiva, Praha)
ve specialn¢ upravenych peletdch (atorvastatin byl homogenné rozmixovan do susené drti
standardni diety, pelety pak byly ru¢né pfipraveny pfidanim vody a zpracovanim kulic¢ek)
po stejnou dobu 8 tydnti.

ApoE-/- mySi (n=16) se podrobily identické proceduie (po 4 tydnech odstaveny,
rozdeleny do dvou skupin n=8, jedna kontrolni, jedna s atorvastatinem 10 mg/kg na den).
Téchto 8 tydnil byly mysi vSech skupin chovany oddé€lené, po jedné v kazdé¢ klicce a celkové
dostavaly cca 6g své diety na den. Davkovani atorvastatinu v této studii bylo stanoveno na
zéklad¢ davek uzitych v predchozi praci s atorvastatinem na mysSich (Laufs a spol., 2000).
Na konci testovaciho obdobi byly vSem zvifatim v anestézii zméfeny kmenové vyvolané
odpovédi (ABR) a distorzni produkty otoakustickych emisi (DPOAE). Poté byla zvirata
usmrcena. U vSech apoE-/- mysi a u 16 C57BL/6J mysi (8 atorvastatinovych, 8 kontrolnich)
byly stanoveny hladiny cholesterolu v krvi a ur€ena mira exprese intercelularniho adhezivniho

markeru ICAM-1 a cévniho adhezivniho markeru VCAM-1 v fezech z aorty.

3.4.2 Anestézie

Pro méfeni sluchovych prahii a otoakustickych emisi byly mySi uvedeny do anestézie
pomoci intramuskularni aplikace smési ketaminu (50mg/kg; Calypsol, Gedeon Richter)
a xylazinu (8mg/kg; Sedazine, Fort Dodge). Anestézie byla nezbytnd pro zajisténi klidu
zvitete pti méfeni a pro vylouceni svalovych artefaktti. Po dobu méfeni byla zvitata polozena
na vyhiivané podlozce, ktera udrzovala télesnou teplotu na 38 °C. M¢teni sluchovych praha

a otoakustickych emisi se odehravala ve zvukové stinéné bezdozvukové komote.

3.4.3. Méreni sluchovych praha

ABR byly ziskdny pomoci tii jehel z nerez oceli, umisténych podkozné nad temeno
(aktivni elektroda), a za pravy a levy mastoideus (referen¢ni a zemnici elektroda). Signal
z elektrod byl zesilen pomoci WPI DAM 60 diferencidlniho ptedzesilovace (filtry 300 Hz —
10 kHz, zisk 80 dB) a zpracovan v Tucker Davis Technologies (TDT) systému (16 bitovy
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analogov¢/digitalni prevodnik, vzorkovaci frekvence 50 kHz). Odpovédi byly zpraimérnény
s vyuzitim BioSig softwaru.

Podnéty pro akustickou stimulaci byly generovany pocitacové fizenym systémem
TDT a ptivadény do volného pole ve zvukové stinéné komoie pomoci dvoupasmového
reproduktorového systému (Tesla ARN 5614 woofer — nizké frekvence, a Motorola KSN-
1005 tweeter — vysoké frekvence) umisténého ve vzdalenosti 70 cm pied hlavou testovaného
zvitete. Pro stanoveni sluchovych prahil jsme jako stimuly uZili Sirokopasmové kliky a Cisté
tony frekvenci v rozmezi 4 — 51 kHz (trvani 5 ms, ¢asy nabéhu a poklesu 2 ms). U nahranych
odpovédi byl sluchovy prah pro kazdou frekvenci stanoven vizualnim hodnocenim odpovédi
na monitoru pocita¢e od jednoznacné nadprahovych hodnot po 5 dB sestupné az po hrani¢ni
prahovou odpovéd (viditelnou odchylku od zakladni hladiny Sumu v Casovém okénku
odpovidajicimu vyskytu vyvolanych odpovédi). Pro kazdy podnét a kazdou intenzitu bylo pro

zprumérnéni provedeno 500 vyvolanych odpovédi pii opakovani podnétii 20/s.

3.4.4. Zaznam a vvhodnocovani DPOAE

Zaznam distorznich produkt otoakustickych emisi (DPOAE) byl proveden pomoci
sondy systému Etymotic (Etymotic research, Elk Grove Village). Sonda Etymotic byla
pomoci plastového adaptéru upevnéna do vnéjsi ¢asti zvukovodu. K stimulaci slouzily dva
piezoelektrické stimuldtory pfipojené plastikovymi trubickami k sond€. Podnéty pro vyvolani
distorznich produktii otoakustickych emisi (podle vzorce 2fl — f2) byly dva primérni tony
(f2/f1=1,21, o intenzitich L1=60 a L2=50 dB SPL). Tyto primarni tony, fl a 2, byly
generovany v TDT Systém III. Signdl z mikrofonu sondy Etymotik byl zesilen
nizkoSumovym mikrofonnim zesilova¢em (ER-10B, zisk 40 dB) a zpracovan v TDT Systém
I (vzorkovaci frekvence 100 kHz). Testovani bylo provedeno v rozsahu frekvenci 4,0 — 40
kHz (f2 ton) s krokem po Y4 oktavy a bylo vzdy dvakrat opakovano pro zprimérnéni odpovédi
na danou frekvenci. DPOAE byly zméteny v obou usich kazdého zvitete.

Po ukonceni méfeni byly DP-gramy (funkce zéavislosti velikosti DPOAE na ménici se
frekvenci stimulu) zkonstruovany pomoci nami vytvofen¢ho vyhodnocovaciho programu
v programovém prostiedi MATLAB (MathWorks). Vysledné rozliSeni DP-gramii ¢inilo ¢tyfi
body na oktavu ve frekvencnim rozmezi 4 — 40 kHz (f2 ton), viz téZ obr. 5.

Hodnoty DPOAE, hodnoty Sumu i prvni smérodatné odchylky Sumu byly odecteny
programem v rdmci vypracovani jednotlivych DP-grami. Hodnoty byly nasledné pfepocteny
pro kazdou zobrazenou frekvenci na zakladé kalibrace (podle hodnot ziskanych v tzv. umélém

uchu).
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Obr. 5 — llustracni priklad dvou origindlnich DP-gramii zkonstruovanych ve vyhodnocovacim
programu v programovem prostredi MATLAB. Horni obrazek ukazuje DP-gram z levého ucha
jedné kontrolni mysi C57BL/6J, dolni obrazek tvori DP-gram zlevého ucha jedné mysi
C57BL/6J ze skupiny krmené atorvastatinem.

Cervené — hodnoty DPOAE, modre (s kitzky) — primérny Sum pozadi, modre (bez kiizkiy) —
prvai smerodatna odchylka sumu pozadi.

Velikost amplitudy DPOAE pro danou frekvenci jsme pak vypocetli jako rozdil mezi
naméfenou hodnotou DPOAE a odpovidajici hodnotou prvni smérodatné odchylky
pramérného Sumu pozadi (rozumi se ,,prvni kladné odchylky®, tj. t& o vyssi intenzité nez je
pramérnd hodnota Sumu). Odpovédi, které dosahovaly pouze hodnot mensSich nez prvni

smérodatna odchylka hodnoty Sumu, nebyly povazovany za DPOAE, ale za Sum pozadi.
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Ucho, ve kterém nejsou v diisledku patologickych zmén DPOAE pfti dané frekvenci f2 vibec
vybavitelné, bude pfi tomto testovani poskytovat jako odpovéd nahodnou hodnotu v rozsahu
blizkém Sumu pozadi. Stanoveni primérné hodnoty Sumu pozadi jako kritéria pro pfitomnost
DPOAE (Jimenez a spol., 1999) je tudiz méné piisné. Parham (1997) ve své praci s CBA
a C57 mySmi volil jako kritérium fixni hranici 3 dB nad primérem Sumu, ndm se jevilo
vhodnéjsi se piizplisobovat ménicimu se rozptylu Sumu, a proto byla jako kritérium uzita
prvni smérodatnd odchylka Sumu. Pro jistotu jsme si ale ovéfili, Ze statisticky vyznamné
vysledky uvedené v 4.4.2. by byly plné¢ prikazné i pfi pouziti kritéria od Parham (1997)
¢i od Jimenez a spol. (1999).

3.4.5. Biochemie a imunohistochemie

Po predavkovani éterem byly subjektim kardialni punkci odebrany vzorky krve pro
stanoveni hladin cholesterolu. Nasledné byla urychlené odebrana ¢ast aorty (kofen a oblouk)
a tkdnové vzorky byly okamzité vlozeny do média OCT (Optimal Cutting Temperature;
Leica, Prague, Czech Republic) a v ném zmrazeny a uchovany v tekutém nitrogen 2-
methylbutanu pfi teploté -80°C.

Celkova koncentrace cholesterolu byla stanovena konve¢nim diagnostickym kitem
(Lachema, Brno) a spektrofotometrickou analyzou (cholesterol na 510 nm) (ULTROSPECT
ITI, Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden). Aorta byla pro stanoveni ICAM-1
a VCAM-1 na kryostatu nakrajena v sériovych fezech (7um) a fezy umistény na Zelatinova
sklitka. Rezy byly vysuSeny a poté fixovany 20 min v acetonu pii -20°C. Vnitini
peroxidazova aktivita byla blokovana 0,3% peroxidem ve fosfatovém pufru (PBS, pH=7,4)
po dobu 15 min. Po vyblokovani nespecifické reaktivity 10% koniskym sérem (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Germany) v PBS po dobu 30 minut, byly fezy 1h inkubovany v primarni
protilatce (viz nize). Pro dal$im oplachnuti v PBS, byly fezy inkubovany s biotinylovanou
konskou anti-kozi IgG protilatkou nebo osli anti-ovéi IgG protilaitkou v ptfitomnosti
200 mg/ml mysi IgG. Reakce byla zviditelnéna pomoci HRP-konjugovaného biotin-
avidinového komplexu a diaminobenzidin tetrachloridu jako substratu. Specificita
imunobarveni byla ovéfena barvenim pomoci neimuniho izotypu imunoglobulinu. Jako
primarni protilatky byly pouzity: monoklonalni potkani anti-CD31 (PECAM-1, 1:100), dale
monoklondlni potkanni anti-CD106 (VCAM-1; 1:100) a monoklonalni kiec¢¢i protilatka anti-
CD54 (ICAM-1; 1:200). VSechny protilatky pochazely z BD Pharminge (USA).

47



3.4.6. Analvza imunohistochemie — stereologie

Oblast PECAM-1 exprese byla povazovana za celkovou plochu endothelia (PECAM-1
je indikator cévni vystelky, jinak téZ nazyvan CD31). TudiZ pak oblast ICAM-1 a VCAM-1
exprese indikovala podil aktivovaného endothelia (Nachtigal a spol., 2004). Vyhodnoceni
bylo provedeno na mikroskopu Nikon Eclipse E200 spojeném s digitalni kamerou Pixelink
PL-A642 (Vitana Corp. Ottawa) a softwarem LUCIA 5.0 (Laboratory Imaging, Praha).
Vlastni stereologické vyhodnoceni bylo provedeno v PointGrid modulu ELLIPSE softwaru
(ViDiTo, Kosice).

Ke zjisténi celkové plochy exprese ICAM-1 a VCAM-1 v cévnim endotheliu byla
pouzita stereologickd metoda zalozend na principu pocitdni praseciki. Padesat po sobé¢
nasledujicich sériovych fezil aortou silnych 7 um vytvoftilo referen¢ni objem o celkové délce
cévy 0,35 mm. Tento referenni objem zahrnoval nékolik fezii obsahujicim polomésicitou
chlopen v kofeni aorty a dale n€kolik fezl aortalni oblouku (tj. vzestupné aorty). Prvni fez pro
kazdé imunohistochemické barveni byl ndhodné vybran z prvni desitky fezli referencniho
objemu a nasledné kazdy desaty fez od n¢j byl nabarven. K odhadu velikosti plochy v roviné
byla pouzita bodova testovaci miizka a tedy metoda prusecikového pocitdni nestrannym
systematickym ndhodnym vybérem s konstantnim krokem (Weibel, 1979; West a spol., 1991;
Mayhew a Gundersen, 1996).

13

Vysledna celkova plocha Cinila: estA = a x P, kde parametr ,,a* charakterizuje
testovaci mfizku a P je pocet prisecikii s pozitivni imunoreakci (ICAM-1, VCAM-I,
PECAM-1). Takto byly vypocitdny plochy exprese pro jednotlivd imunobarveni. Podil
aktivovan¢ho endothelia byl vypocitan podle vzorce: estP = area(Y)/area(PECAM) x 100%;
kde area (Y) je plocha exprese VCAM-1 nebo ICAM-1 v endotheliu a area (PECAM) je

plocha exprese PECAM-1.
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3.5. Statisticka analyza

V praci s NADPH-diaforazou, parvalbuminem a GAD jsme ke statistické analyze
rozdill v jednotlivych nélezech mezi skupinami mladych a starych zvifat pouzili
neparametricky dvoustranny Mann-Whitney test v programu GraphPad Prism 4.0, a to jak pro
histochemii a imunohistochemii, tak i pro western blot.

V praci s GAD byly navic z dat western blotu analyzovany i rozdily v hladinach
proteinti mezi jednotlivymi strukturami mozku (CI, sluchova a zrakova kiira) a rozdily v mife
procentudlni velikosti poklesu téchto hladin proteinii mezi sebou (tj. zda v nékteré strukture se
snizila hladina proteinii ve stafi signifikantné vice nez v jinych) pomoci jednocestného
ANOVA testu a Bonfferoniho korela¢niho testu v programu GraphPad Prism 4.0.

V préci s aplikaci atorvastatinu jsme pro statistické vyhodnoceni rozdili sluchovych
praht a DPOAE pouzili jednocestny ANOVA test a Bonfferoniho korela¢ni test (ke stanoveni
signifikance rozdili mezi odpovidajicimi jednotlivymi frekvencemi u kontrolnich
a atorvastatinovych zvifat) opét v programu GraphPad Prism 4.0. Vysledky biochemické
a imunohistochemické analyzy byly testovany pomoci neparového t-testu v programu
SigmaStat 3.0.

Chybové usecky vzdy predstavuji S.E.M. Ve vsech testech jsme pouze hodnoty P<0,05
povazovali za signifikantni. V kazdém statistickém testu bylo kazdé zvife reprezentovano
jen jednim cislem, aby byla zajiSténa vzdjemna nezavislost dat vstupujicich do testu
(j. napt. 5 ¢iselnych udajii predstavujicich primérmou optickou denzitu PV-ir neuronti v CI
u 5-ti mladych zvifat bylo statisticky srovnavano s 5-ti ¢iselnymi udaji piedstavujicimi totéz

u 5-ti starych zvirat).
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4. VYSLEDKY

4.1. Rozdily v morfologii a poétu NADPH-diafordza pozitivnich neuronit ve sluchové kiiie

mladych a starych potkanii

4.1.1. Morfologie a rozloZeni NADPH-diaforaza pozitivnich neuronu ve sluchové kure

NADPH-diaforaza pozitivni neurony se u mladych 1 starych zvifat nachazely v II. —
VI. korové vrstvé, pii¢emz zcela chybély ve vrstvé 1. Ridce se vyskytujici pozitivni neurony
byly pfitomny i v bilé hmot€ pod VI. korovou vrstvou. Statisticky lze fici, ze vétsi mnozstvi
NADPH-diaforaza pozitivnich bun€k se nachdzelo v povrchovych vrstvach — 65% (1L.-1V.),
méné ve vrstvach hlubokych — 35% (V.-VI. vrstva). Somata pozitivnich neuronti byla
orientovana riznym zpusobem, celkové Slo o pomérné heterogenni populaci neuront
s nejcasteéjSim zastoupenim multipolarnich (37%), vietenitych (30%), triangularnich (14%)
a ovalnych (13%) element (obr. 6 A-D). Typické pyramidové neurony se nebarvily na

NADPH-diafordzu nikdy. VétSina neuronti mladych zvifat méla chudsi vétveni, bez trnd,

a mifici do v8ech sméru.

Naopak mnoho
NADPH-d pozitivnich
neurond u starych zvifat
mélo deformovana a Casto
i protazena somata a
tlustsi kmenové dendrity
(obr. 7 A,B). Dendritické
vybézky byly ptrevazné
zvinéné, nckdy jakoby
amputované a v nékterych
pfipadech mély vyslovené
podobu vyvrtky (obr. 7
C,D). Deformované byly

pievazné ty dendrity, které
sméfovaly  kolmo  na
Obr. 6 — Prehled hlavnich typii NADPH-diafordaza pozitivnich
neuronii ve sluchové kiire mladych potkanit kmene Long Evans:

A) ovalny (nahofe) a multipolarni (dole) neuron, B) trianguldrni  zatimco dendrity sméfujici
neuron, C) vretenity neuron, D) ovadlny neuron.

povrch mozkové kiry,
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paralelné s povrchem sluchové kiry byly nezménény (obr. 7 E). RozloZeni pozitivnich
neuront v korovych vrstvach sluchové kiry bylo ale jinak podobné distribuci u mladych
zvifat. Barveni bylo u obou skupin zvifat intenzivni, s malou variabilitou, takZe pozitivita
(¢inegativita) bunc¢k byla vizualn€ jednoznacna. Velmi zietelné¢ bylo nabarveno soma

a dendritické vétveni véetn¢ pocatecni ¢asti axonu do vzdalenosti pres 100 um, coz umoznilo

jeho dalsi analyzu.

4.1.2. Zména tloust’ky

sluchové kiiry
Zietelnym
znakem, celkem dobie
viditelnym jiz pouhym
okem, bylo népadné
zmenS$eni tloustky
sluchové kiry u starych
zvitat (obr. 8). Zatimco
u mladych zvifat byla
pramérna tloustka
sluchové kury 1230 + 16
pum, u starych potkant to
bylo jen kolem 666 + 24
pm (P<0.001) (obr. 9A).

Obr. 7 — Priklady NADPH- Podobna situace byla
diaforaza pozitivnich neuronii ve

sluchové  kiire starych potkanii pfitomna i ve zrakové
kmene Long Evans. Pokroucena
bunécnd téla a zesilené kmenové
dendprity jsou videt na obrazcich A
a B. Stocené az vyvrtkovité dendrity
orientované kolmo na povrch kiry 1348 + 11 um a
jsou patrné na C a D. Naopak

nezménéné  dendrity  smérujici ustarych pouze 782 +
paralelnée s povrchem kiry jsou

videt na obrdzku E (i D). 25 pm (P<0,001).

kare, jejiz  tlouStka

u mladych zvirat ¢inila

4.1.3. Pocet NADPH-diaforaza pozitivnich neuroni

Primérny pocet NADPH-d pozitivnich neuronti ve sluchové kiife €inil 7,55 / mm? pro

mladéd zvifata, zatimco pro stara zvirata jiz 11,82 / mm? (obr. 9B). Ve zrakové kuie byl
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u mladych potkanti pocet pozitivnich neuronti 5,44 / mm? a u starych zvirat 8,85 / mm?. Takze
ve stafi doslo k razantnimu zvySeni poctu pozitivnich bun€k na milimetr ¢tvereéni, o 57% ve
sluchové a 0 63% ve zrakové kuife (oboje P<0,01). Pokud ovSem vezmeme v tivahu soucasné
naméiené ztenceni mozkové klry, po pfepocitani je zretelné, ze ve skutecnosti doslo
k absolutnimu poklesu poc¢tu NADPH-d pozitivnich neurond, a to o 15% (P=0,03) ve
sluchové a o 6% (nesignifikantni) ve zrakové kife. Uvedeny zavér jsme ovétili dodateCnym
spocitanim celkového poctu pozitivnich neuronti ve 30-ti vybranych fezech (15 u mladych, 15
u starych zvirat), kde jsme nepocitali pocet bun¢k na danou plochu, ale absolutni pocet bunck
uvnitf anatomickych hranic Tel+Te3 v daném fezu. Timto zpisobem jsme dosli k vysledku,
7e pocet NADPH-d pozitivnich neuronll je u starych zvifat ve sluchové kiife nizsi o 13%
(P<0,05), tedy prakticky ke stejné hodnoté€ jako postupem uvedenym vyse. Stejné jako u nize

probiranych vysledki se pribéh téchto zmeén mezi areami Tel a Te3 signifikantné nelisil.

Obr. 8 — Ilustracni
fotografie dokumen-
tuje rozdilné tloustky
sluchové kury

u mladych (A4) a velmi
starych zvirat (B)

v nasem pokuse.

4.1.4. Zmény velikosti NADPH-diaforaza pozitivnich somat stari

Naproti tomu primérna velikost somat pozitivnich bun¢k (méfend jako porovnani
ploch prifezii somaty neuronii viditelnych v daném fezu) se nijak nezménila. Cinila 147,5 +

4,4 um? u mladych a 145,5 + 5,6 um? u starych potkant (obr. 9C).

4.1.5. Zmény prumérné délky a pocétu dendritickych segmenti a zména pocétu bifurkaci

dendrita ve stari

Primérné délka viditelnych segmentl dendritického vétveni ve stafi poklesla o 21%.
U mladych zvitat ¢inila 49,57 + 2,39 pum, u starych jedinct jen 39,33 + 1,49 um (P=0,015)
(obr. 9D). Naproti tomu primérny pocet dendritickych segmenti a pocet mist dendritického
rozvetveni jedno neuronu se u starych potkana zvysil. V pfipadé dendritického vétveni slo ve
velké vétsing pripadi o bifurkace (pocet trifurkaci, atd., byl minimdalni), proto o ném bude

dale referovano jako o poctu bifurkaci. Primérny pocet dendritickych segmentt ptipadajicich

52



na jeden neuron vzrostl ze 7,29 + 0,37 u mladych na 9,92 + 0,54 u starych zvitat (P=0,015)
(obr. 9E). Primérny pocet bifurkaci jednoho neuronu se zvysil z 2,21 + 0,16 u mladych
na3,32 + 0,26 u starych potkani (P=0,002) (obr. 9F). Vynéasobeno dohromady, pocet
segmentl x jejich délka, primérnd celkova délka viditelnych segmentti jednoho neuronalniho
stromu c¢inila u mladych potkanti 367,8 um a u starych 386,1 um. S vékem tedy doslo

k nesignifikantnimu ristu priimérné délky dendritického vétveni jednoho neuronu o cca 5%.
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Obr. 9 — Vysledky kvantitativni analyzy NADPH-diafordza pozitivnich neuronit u mladych (modré
sloupecky) a starych (Cervené sloupecky) zvirat ve sluchové kiire.
A) Priumérna tloustka sluchové kiiry u mladych a starych zvirat
B) Pocetni hustota NADPH-diaforaza pozitivnich neuronii
C) Prumeérna velikost prirezu somaty NADPH-d pozitivnich neuront
D) Priumérna délka dendritickych segmentit NADPH-diafordza pozitivnich neuronii
E) Prumérny pocet dendritickych segmentii pripadajicich na jeden NADPH-d pozitivni neuron
F) Priameérny pocet bifurkaci pripadajicich na jeden NADPH-diafordza pozitivni neuron
(*- P<0,05, **- P<0,01, ***- P<0,001)
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4.2. Zmény v imunoreaktivité parvalbuminu v colliculus inferior, CGM a sluchové kiiie

u starych potkanii dvou kmenii

4.2.1. Colliculus inferior

PV-ir neurony byly pfitomny ve vSech ttech oddilech colliculus inferior. V centralnim
jadie (CCI) pievazovaly ovalné a diskovité neurony s rtznou velikosti bunécénych tél.
Imunoreaktivita somat kolisala od nizké po velmi intenzivni. VéEtSina pozitivnich neuronii
v externi kife (ECI) patfila bud k velkym vietenitym neuronim nebo stfedné velkym
ovalnym az kulatym neurontim. Shluky malych PV-ir ovalnych neuront a tmavé zbarvené¢ho
neuropilu (Chernock a spol., 2004) byly dobfe viditelné¢ ve vétSin¢ zkoumanych zvifat.
Proporéné nejvice PV-ir neuronti bylo pfitomno v CCI (5520/mm’) nasledné pak v ECI
(3750/ mm®), zatimco v dorsalni kite (DCI) jich bylo piitomno jen pomérng malo
(720/ mm®). Prim&my objem somat byl nejvétsi v ECI (1260 pum?), pak v CCI (990 pm?)
anejmensi v DCI (810 pm’). Viechna uvedena data plati pro mlada zvifata kmene Long
Evans, nicmén¢ u mladych zvirat kmene Fischer 344 byla situace obdobna.

Se stafim se vyznamné zmény objevily pouze v centrdlnim jadie CI (obr. 10 A,B).
U starych Long Evans se zvysil poc¢et PV-ir neuronti o 19% (P=0,03; obr. 11 A) a zaroven se
zvysila 1 opticka denzita jejich somat o 18% (P=0,03; obr. 11 C). Objem somat naopak mirné
poklesl (7%, z 990 pm’, nesignifikantni; obr. 11 E). U starych zvifat kmene Fischer 344 se
naopak projevila nesignifikantni tendence ke snizeni poctu parvalbumin pozitivnich bunék,
které svou priimérnou optickou denzitu nezménily, ale zato ve srovndni s velikosti somat
u mladych potkanti tohoto kmene vyrazné¢ zmenSily sviij primérny objem o 21%, (z 1030
na 815 pm?), (P=0,03; obr. 11 F). Tyto zmény se nezdaly byt prednostn& specifické pro

néjaky konkrétni typ neurond.

4.2.2. Corpus geniculatum mediale

Ve ventralni 1 dorsalni ¢asti CGM se nachazelo jen velice malo parvalbuminovych
neurond, pfevazné malych, ovalnych a s nizkou intenzitou zbarveni. U mladych zvifat obou
kmend &inil jejich po&et piiblizng 120-150/mm’ ve ventralni a 100-130/mm’ v dorsalni &asti.
Pramérny objem bun&énych t&l se pohyboval kolem 750-800 pm® pro ob& &asti. Pouze mensi
cast ez CGM obsahovala viibec né€jaké parvalbuminové neurony. V medidlni ¢asti CGM
pak nebyly pfitomny viibec, a to u Zddného z pokusnych zvitat. U starych zvitat obou kmenti
jsme v parvalbuminové imunoreaktivit¢ CGM zadné signifikantni zmény nenalezli

(obr. 11 A-F).
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Obr. 10 (A-F) — Srovnani imunoreaktivity parvalbuminu u mladych (A,C,E) a starych
(B,D,F) potkanii kmene Fischer 344 v centralnim jadre CI (A,B) a v primdrni sluchové
kiire — Te 1: C,D — vSechny korové vrstvy, E,F — pouze II.- IV. vrstva. Obrazky C a E, kde
je normalni pritomnost PV-ir neuronii, Ize postavit do kontrastu se zabéry na D a F, kde
se PV-ir neurony vyskytuji jen sporadicky.
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Obr. 11 — Vysledky kvantitativniho vyhodnoceni imunoreaktivity parvalbuminu u kmene Long
Evans (A,C,E) a Fischer 344 (B,D,F). Modré sloupecky oznacuji mlada zvirata, cervené stara
zvirata. Chybové usecky predstavuji S.E.M.

A, B) Pocet PV-ir neuronii v CCI, CGM a sluchové kiire (Tel+Te3) u mladych a starych zvirat

C, D) Opticka denzita PV-ir somat v CCI, CGM a sluchové kiire (Tel+Te3) u mladych a starych
zvirat

E, F) Prumeéerny objem PV-ir somat v CCI, CGM a sluchové kiire (Tel+Te3) u mladych a starych
zvirat

(* - P<0,05)
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4.2.3. Sluchova kura

U obou kmenti se PV-ir neurony nachéazely ve vSech korovych vrstvach, piicemz
v L. vrstv€ se nachazelo jen n&kolik pozitivnich neuronii a vldken. Optickd denzita neuropilu
byla nejvyssi ve vrstvach II. a IV., nasledovany V. a III. vrstvou. V V1. vrstvé byla optické
denzita neuropilu zdaleka nejnizs§i (obr. 10 C). V pruméru bylo zbarveni neuropilu
intenzivngjsi v oblasti Tel nez v Te3, nicméné optickd denzita bunécnych somat byla v obou
korovych oblastech stejnd. PV-ir neurony ve sluchové kife byly vesmés stiedni velikosti
a stfedni az vyrazné intenzity imunoreakce, bez signifikantniho rozdilu mezi jednotlivymi
korovymi vrstvami. Variabilita ve velikostech somat a intenzité¢ nabarveni byla ve srovnani
s CI o néco mensi. VétSina bunék patiila k ovalnym a multipolarnim elementiim, obcas se
vyskytovaly 1 triangularni a vietenité buiiky. Nabarveni dendriti bylo nekonstantni, jen
u nékterych neuronii bylo mozné primarni dendrity diferencovat az do vzdélenosti né¢kolika
desitek um od téla buiiky, predevsim v pfipadé vietenovitych neuronti s hlavnimi vybézky
kolmymi k povrchu kiiry (obr. 12). Pocet neurontt byl o néco nizsi v hlubokych vrstvach
(V.-VL.), zv1a§té v oblasti Te3. Zadné statistické rozdily mezi Tel a Te3 jsme nenalezli. Tyto

obecné rysy bylo mozno najit u mladych i starych zvifat obou kment.

100pm
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Obr. 12 — Schematicky obrazek vytvoreny pomoci camera lucida. Zachycuje morfologii neuronii
(prednostné zakresleny neurony s lépe viditelnym dendritickym vétvenim) u jednoho mladého
potkana (Long Evans) v jednotlivych korovych vrstvach. Pomeér tloustky jednotlivych vrstev je
schematicky upraven. Nakres morfologie GAD-ir neuronii by byl velice podobny.

57



U starych potkanti jsme ale nalezli nové charakteristické rysy. V ptipadé Long Evans
jsme pfii analyze fezli obcas v Tel 1 Te3 nalezli mista, kde byl pocet PV-ir neuronti vyrazné
zredukovan (o vice nez 50% oproti praméru u mladych zvifat), zatimco v jejich okoli se pocet
bun¢k vyznamné nezménil. To mélo za néasledek pomérné malé a celkové nesignifikantni
snizeni prumérného poctu PV-ir neuronti ve stafi. Optickd denzita ani objem pozitivnich
bunéénych somat se s vékem nezménily (obr. 11 A,C,E). Nebyl ani rozdil mezi zménami
v Tel a Te3.

Naproti tomu u starych potkani kmene Fischer 344 byla ohniska, kde byl pocet PV-ir
neuronll vyrazné zredukovan (vice neZ o 50%), mnohem cCast€j$i. PostiZzené oblasti zahrnovaly
vSechny korové vrstvy. V nékterych ptipadech nebyly v daném fezu pfitomny viibec zZadné
pozitivni neurony (obr. 10 D,F). Celkov¢ se tykalo vice nez jedné tietiny ezl a pii sériovém
zkoumani fezli nasledujicich za sebou vyplynulo, Ze deficitni oblasti zaujimaly nékdy
podstatnou ¢ast sluchové arey Tel nebo Te3 (obr. 13). Alespont v jedné hemisféie u vsech
zkoumanych starych potkani kmene Fischer 344 byly tyto zmény v n¢jaké mife pritomny.
Celkovée byly obé hemisféry i1 obé sluchova pole (Tel a Te3) postiZzeny v priméru stejné.

To mélo za nésledek, ze u starych zvifat kmene Fischer 344 primérny pocet
parvalbuminovych bunék ve sluchové ktite vyrazné poklesl, a to o 31% (P=0,015, obr. 11 B).
Pozorovany deficit nas vedl k otdzce, zda k podobnym poklesim nedochéazi i v dalSich
castech mozkové kiry, pfedev§im v senzorické oblasti. Neprovadéli jsme v tomto piipade
detailni analyzu jako v piipad¢ sluchové kiry, jen orientacni prohliZzeni fezli a odhad poctu
bun¢k v nekterych polich. Ve zrakové oblasti (V1 a V2) starych zvitat byl také nalezen
evidentni ubytek a mistni vypadky v pfitomnosti parvalbuminovych bunék v rozsahu
srovnatelném s ubytky ve sluchové kiife. Pokles jsme zaznamenali i v retrosplenidlni kiife.
Opticka denzita a primérny objem zbyvajicich PV-ir neuront se pfitom proti hodnotdm
naméfenych u mladych potkant signifikantnd nezménil (cca 950 pm’® u Long Evans
a 900 pm’ u Fischer 344 potkantl) (obr. 11 D,F).

Pokud jde o srovnani obou kmeni mezi sebou (tj. mladd vs. mlada a stard vs. stard
zvitata), zadné statistické rozdily, krom mensiho poctu PV-ir bun¢k u starych potkanti kmene

Fischer 344 (ve srovnani se starymi potkany kmene Long Evans, P=0,02), jsme nenalezli.
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Obr. 13 — Schematicky bocni
pohled na mozek potkana
s dvema vyznacenymi oblastmi
(v 3D zasahuji vSechny korové
vrstvy), kde byla zaznamenana
markantni redukce poctu PV-ir
neuronti u dvou starych zvirat
kmene Fischer 344.

Rozsah oblasti Ize porovnat
s rozsahem  sluchovych poli
(Tel, Te2, Te3; a Par -
parietalni kiira, Zilles, 1985).
Hnéda cara — potkan FGI,
fialova ¢ara — potkan FR2.

4.2.4. Barveni podle Nissla

V ftezech barvenych podle Nissla jsme nezaznamenali signifikantni zménu celkového
poctu neuronti s vékem ani u jednoho vySetfovaného kmene. Neurony byly identifikovany
podle p¥itomnosti nabarveného perikarya. Poget neurond se pohyboval kolem 90 000/mm’
v CCI, 55 000/mm’ v CGM a 75 000/mm’ ve sluchové kife pro oba kmeny a ob& vékové
kategorie. Pravé tak nedoSlo u starych zvifat ani ke zmenSeni plochy prifezl colliculus
inferior a CGM, ale ani k statisticky vyznamnému ztenceni sluchové kiry, na rozdil
od ptedchoziho experimentu (4.1.2), kdy byla ale analyzovana jest¢ o pul roku starsi zvitata

(Long Evans).

4.3. Zmény v imunoreaktivit¢ a hladinach GAD65 a 67 v colliculus inferior, sluchové

a zrakové kiiie u starych potkanii dvou kmenii

4.3.1. Zmény GADG65 a 67 ve stai'i u kmene Long-Evans

4.3.1.1. Colliculus inferior

GADG65 a GAD67-ir neurony se nachéazely ve vSech tfech oddilech CI (pro detailnéjsi
rozbor, viz Oliver a spol., 1994). Celkové lze fici, Ze jejich morfologie byla podobna
parvalbuminovym neuronim, které jsme sledovali v pfedchazejicim experimentu. Variabilita
tvart, velikosti a intenzity nabarveni somat GAD-ir bun€k byla charakteristickd pro centralni
jadro, velké vietenité a mensi ovalné neurony spolu se shluky intenzivné nabarveného
neuropilu a malych neuronti (Chernock a spol., 2003) pro externi kiru, a fidce zastoupena

populace malych GAD-ir bun¢k pro dorzélni kiiru (obr. 14 A,B).
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Statisticky vyznamné zmény byly ve spojeni se starnuti zjiStény pouze v centralnim
jadie a externi kufe (obr. 15 A-D). V CCI se vyrazné snizila optickd denzita GAD65 a 67-ir
somat o 27% (P=0,015) a 25% (P=0,015). Zaroveni se, byt méné vyrazné, snizil i pocet
pritomnych GADG65 a 67-ir bun¢k a to o 14% (P=0,03) a 9% (nesignifikantni). V ECI doslo
pouze k poklesu optické denzity o 16% (P=0,03) a 14% (P=0,03), zatimco pocet bun¢k ztistal
na urovni mladych zvifat. Zadnou zménu v primérné velikosti somat jsme v CI starych zvitat
nenalezli.

Z analyzy pomoci western blotu vyplynul pfi srovnani s mladymi zvifaty velmi
vyrazny pokles hladin obou proteinti, GAD65 i GAD67 o 51% a 49% (oboje P=0,002)
(obr. 16). Analyzované vzorky zahrnovaly cely colliculus inferior, tedy vSechny tfi podcasti,

tudiz nelze fici, jak velké byly zmény v samotném CCI, kde podle histochemie byly poklesy

nejvyrazngjsi.

Obr. 14 — llustracni obrazek imunoreaktivity GAD67 v CCI (A), ECI (B) a
v povrchovych a hlubokych vrstvach sluchové kury (C,D) u mladého potkana kmene

Long Evans. V barveni na GAD byly zmény ve stari homogenni, okem nikterak ndapadneé,
obrazek je proto urcen pro demonstraci samotného barveni a ne pro demonstraci zmen.
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Obr. 15 — Vysledky kvantitativniho vyhodnoceni imunoreaktivity GAD65 a GAD67 u kmene Long Evans
(A,B,C,D) a Fischer 344 (E,F). Modré sloupecky oznacuji mlada zvirata, cervené stara zvirata.
Chybové usecky predstavuji S.E.M.

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

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

E, F) Pocet a opticka denzita GAD67-imunoreaktivnich neuromi v CCI, ECI, SK a ZK u mladych (n=35)
a starych (n=3) zvirat kmene Fischer 344

(*- P<0,05, **- P<0,01)
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4.3.1.2. Sluchova kiira

Nezavisle na véku studovanych zvitat byly GAD65 a 67-ir neurony pfitomny ve vSech
korovych vrstvach, s vyraznéjSim zastoupenim ve vrstvdch povrchovych (I. — IV.) (pro
detailni popis, viz Prieto a spol., 1994a,b). Prav¢ tak bylo v povrchovych vrstvach vyraznéjsi
i barveni neuropilu, krom malo intenzivni I. vrstvy (obr. 14 C,D). Barveni dendritického
vétveni bylo nestalé, vétSinou bylo mozné pozorovat alespont primarni dendrity, obc¢as bylo
mozné néktery dendrit sledovat az do vzdalenosti 50-100 um. Rozdil mezi Tel a Te3 areami
nebyl patrny a stejné tak i zmény spojené se starnutim postihovaly obé oblasti v priméru
stejne.

Imunohistochemicka analyza ukéazala u starych zvifat pokles v optické denzité
neuronit srovnatelny s poklesem v CI. Optickd denzita GADG65-ir somat klesla o 20%
(P=0,015) a GAD67-ir somat o 22% (P=0,015). Pocet GAD65-ir bun€¢k se snizil jen
nevyznamné (o 8%), u GAD67-ir neurond byl o néco vyraznéjsi (13%, P=0,03). Neprokazali
jsme zadnou specificky odliSnou zménu v uréité korové vrstvé. Pokles poctu bun¢k byl na
rozdil od ubytku parvalbuminovych neuront tentokrat homogenni a bez jakychkoliv fokalnich
rozdila (obr. 15 A-D).

Z vysledkl ziskanych western blotem vyplynul opét znacny pokles hladin obou GAD
izoforem u starych potkanti pii srovnani s mladymi jedinci. Hladiny poklesly u GAD65 o 43%
au GAD67 o 52% (oboje P=0,002) (obr. 16). Vzorky pro western blot obsahovaly Tel a Te3
oblasti dohromady. Ukézalo se také, Ze hladiny obou GAD proteinli v CI byly skoro tfikrat
vyssi nez ve sluchové kire, a to u mladych i u starych zvirat (P<0,001). Rozdily mladi

vs. stafi 1 rozdily mezi CI a SK (a ZK) jsou dobie viditelné i na obr. 17.

4.3.1.3 Zrakova kiira

GAD65 a GADG67-ir neurony se nachdzely ve vSech korovych vrstvach a jejich
rozlozeni, opticka denzita bunék, i imunoreaktivita neuropilu byly velmi podobné naleziim
ve sluchové kiife.

U starych potkanil se snizila optickd denzita bunék, ale ponckud méné vyrazné nez ve
sluchové kure, konkrétné o 12% pro GADG65-ir (nesignifikantni) a o 18% pro GAD67-ir
neurony (P=0,03). Naproti tomu pocet bunc¢k se témét nesnizil (cca o 5%, nesignifikantni).
Stejné jako ve sluchové klife a v colliculus inferior se nezménil ani primérny objem GAD

pozitivnich buné¢k (obr. 15 A-D).
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Obr. 16 - Vysledky analyzy hladin proteinit GAD65 a GAD67 v CI, SK a ZK u mladych a
starych potkanii (6 mladych a 6 starych potkanii kmene Long Evans a 2 mladi a 2 stari
potkani kmene Fischer 344). Modré sloupecky oznacuji mlada zvirata, cervené stara
zvirata. Chybové usecky predstavuji S.E.M. (* - P<0,05, ** - P<0,01).

Jednotlivé experimentalni skupiny a mozkove struktury byly pro dany protein vidy
zastoupeny na jednom filmu (viz obr. 17).

Arbitrarni jednotky jsme spocitali jako pomer optické denzity detekovaného proteinu a
aktinu (v naskenovanych filmech analyzou v softwaru ImageQuant).

Hladiny obou proteint byly znac¢né snizeny i ve zrakové kuife. Nicméné€ jejich pokles
byl méné vyrazny nez v obou sluchovych strukturach. GAD65 poklesl o 22% (0,041) a
GADG67 o 20% (P=0,028) (obr. 16). U mladych potkanii byla hladina obou proteinli ve
sluchové¢ kiife vyssi nez v kiie zrakové (v pripadé GADG67 signifikantné, P<0,05). U starych
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zvifat byla hladina obou proteind ve sluchové i zrakové kiife piiblizné stejna. Pokud
provedeme statistickou analyzu velikosti poklesu, pak v colliculus inferior i sluchové klie
klesaly oba proteiny stejnou meérou, zatimco ve zrakové kufe byl rozsah poklesu nejen

procentudlné, ale i statisticky mensi nez ve sluchovém systému (P<0,05).

Long Evans
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Obr. 17 — Reprezentativni filmy (1 mlady a 1 stary potkan Long Evans a totéz Fischer 344) s vysledky
analyzy western blotu pro GADG65 (levy panel) a GADG67 (pravy panel) vyvolané pomoci metody zesilené
chemiluminiscence. Aktin, ktery slouzil jako interni kontrola, byl detekovan na pozici odpovidajict
molekulové vaze 42 kDa. Vzhledem k pouziti polyklonalni protilatky pro GADG6S5 je na levém panelu
pritomné i nespecifické zbarveni (neoznacené horni bledé prouzky).

Zkratky: SK — sluchova kiira, CI — colliculus inferior, ZK — zrakova kiira, ml. — mladi a st. — stari
potkani.

4.3.2. Zmény v GADG65 a 67 ve stari u kmene Fischer 344

V principu mély zmény ve stafi u kmene Fischer 344 stejny charakter jako u kmene
Long Evans, nicméné¢ malé mnozstvi zvifat, které bylo k dispozici, umoznilo jen velmi
omezenou statistickou analyzu vysledkti. V imunohistochemické casti experimentu byly
studovany pouze zmény v GAD67. Opticka denzita GAD67-ir somat poklesla v CCI o 23%
(P=0,03), v ECI o 10%, ve sluchové¢ ktife o 18% a v zrakové kiife také o 18%. Pocet GAD67-
ir bunék se snizil v tychz strukturdch v uvedeném poradi o 8%, 12%, 12% a 4% (obr. 15E-F).

Ve western blotu byly sledovany zmény v GAD65 i GAD67. V colliculus inferior
poklesly hladiny GAD65 o 46% a GADG67 o 44% (obr. 16). Ve sluchové kire se GAD65
sniZil 0 34% a GAD67 o0 49%. A kone¢né ve zrakové kiife byly hladiny GAD65 nizsi o 19%
a GAD67 o 20%. Zmény byly tedy zcela obdobné jako u potkanti Long Evans, ale maly pocet

predevsim starych zvitat, které byly k dispozici (n=2), zde nedovolil statistické vyhodnoceni.
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4.4. Vliv atorvastatinu na zpomaleni naristajiciho poSkozent sluchu s vékem u dvou kmenii

mySi

4.4.1. Sluchové prahy

Mezi kontrolnimi mySmi a mySmi, kterym byl podavan atorvastatin, jsme nezjistili
zadné signifikantni rozdily v hodnotéach sluchovych praht, a to ani u kmene C57/BL/6J ani
u apoE-/- mysi. Srovnani mezikmenové, tj. mezi C57/BL/6J a apoE-/- mySmi, pouze ukéazalo
o malo hor§i prahy u kmene apoE-/- v odpovédi na klik, nicméné statisticky byl rozdil

nevyznamny. Nebyly nalezeny ani zadné signifikantni rozdily v latenci vin ABR.

4.4.2. Distorzni produkty otoakustickvch emisi

Ve skupiné¢ C57/BL/6J mysi krmenych potravou s pfimési atorvastatinu byly zjistény
vys$si hodnoty amplitud DPOAE ve srovnani s kontrolni skupinou. Tento rozdil byl
signifikantni pro jednotlivé frekvence f2 v pasmu od 19 kHz do 27 kHz (pro 23 kHz, P<0,01;
pro 19 a 27 kHz, P<0,05). I pro vSechny ostatni méfené¢ frekvence byly nalezeny vétsi
hodnoty amplitud DPOAE u atorvastatinové skupiny, jak je dobfe patrné na obr. 18, rozdily
vSak jiz nebyly statisticky signifikantni. Na frekvencich f2 4-6 kHz a 38 kHz byla
zaznamenana pritomnost DPOAE jen u velmi malého poctu C57 zvitat, a proto byly tyto
hodnoty vytazeny z dalsi analyzy. Naproti tomu testovani DPOAE u kmene mysi apoE-/-

z4dné rozdily mezi atorvastatinovou a kontrolni skupinou neukazalo.

4.4.3. Hladiny cholesterou v krvi

Biochemicka analyza neprokazala u kmene C57BL/6]J po poddvani atorvastatinu
statisticky signifikantni pokles hladin cholesterolu v krvi (2,7 atorvastatinové vs. 3,2 mmol/l
kontrolni mysi). Zato u apoE-deficientniho kmene doslo po podavani atorvastatinu naopak
k vyraznému zvyseni jiz tak vysokych hladin cholesterolu o 56% (17,5 atorvastatinové

vs. 11,2 mmol/l u kontrolnich; P = 0,005).

4.4.4. Exprese zanétlivvch markeru VCAM-1 a ICAM-1

Makroskopicky viditelné aterosklerotické poskozeni ¢i jiné morfologické abnormality
jsme na koteni a oblouku aorty nenalezli ani u jedné testované skupiny mysi.

Imunohistochemicka analyza ale prokazala zmény v expresi faktori ICAM-1
a VCAM-1 (exprese byla vyjadiend jako procentualni podil z celkové plochy endothelu).

Zobr. 19 je patrné, ze podavani atorvastatinu neovlivnilo expresi ICAM-1 u apoE-
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deficientnich mysi, naopak vysledkem byl nesignifikantni nartst (37 vs. 49 %), zatimco u
mySsi kmene C57BL/6J byl vyrazny pokles v expresi ICAM-1 dobie patrny (58 vs. 44 %,
P=0,018). Vysledky analyzy pro VCAM-1 jsou podobné. Atorvastatin vyznamné ovlivnil
expresi VCAM-1 pouze u kmene C57BL/6J (37 vs. 21 %, P=0,005), zatimco u kmene apoE-/-

mys$i k zZadné zméné v expresi nedoslo (39 vs. 41 %).

Distorzni produkty otoakustickych emisi - C57BL/6J
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Obr. 18 — Primeérné velikosti amplitudy DPOAE u kmene C57BL/6J pro kazdou
mérenou frekvenci f2 u mysi krmenych dietou s atorvastatinem (tmavohnédé
sloupecky) a kontrolnich mysi (svétlehnédeé sloupecky) (*- P<0,05, ** - P<0,01).
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Obr. 19 — Procentualni podil aktivovanych endothelialnich bunék cévni stény pro
markery ICAM-1 a VCAM-1 u kontrolnich mysi (svétlehnédé sloupecky) a mysi
krmenych dietou s atorvastatinem (tmavohnédé sloupecky) kmenii C57BL/6J a apoE-/-
(* - P<0,05, **- P<0,01)
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Obr. 20 — Hladiny cholesterolu 16 -
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5. DISKUZE

5.1. Presbyakuze — histochemické zmény ve sluchové draze a farmakologické ovlivnéni
senzorineurdlni formy

Nase prace potvrdila, ze ve stafi dochazi v centralnim sluchovém systému ke zménam
v imunocytochemickych a neurochemickych markerech, které postihuji urcité neuronalni
populace a ukazala, Ze tyto zmény mohou byt odliSné u rtznych kment laboratorniho
potkana. Celkové vysledky pfinadSeji nové doklady, ze funkce inhibi¢niho systému ve stari
klesa. Zaroven se zda, ze ¢ast téchto zmén miize byt obecnym rysem starnouciho mozku,
zatimco k nékterym zménam dochdzi v navaznosti na pokles ascendentni stimulace
z periferntho  smyslového organu (kochley). Soucasné jsme ukazali, Ze u periferni,
senzorineuralni, formy presbyakuze mlze mit podavani latek zlepSujicich krevni pritok
i pozitivni u¢inek na uchovani funkce sluchu.

Vyzkum zmén markeri na korové a podkorové urovni se zaméfil predevSim na
populace  GABAergnich interneurond. Ty lze klasifikovat podle  rlznych
cytoarchitektonickych hledisek, exprese jednotlivych proteint, ¢i typli odpovédi na podnét.
PredevSim je ale tvofi neurony tzv. lokédlnich okruhdi, tj. neurony neprojikujici
do vzdalengjsich oblasti mozku (pro piehled viz Markram a spol., 2004). Tato definice neni
uplné piesnd, nebot byly jiz prokazany 1 GABAergni neurony projikujici do vzdalenych
regiond (Tomioka a spol., 2005; Higo a spol., 2007). Hodnotili jsme jednak zmény tykajici se
celého GABAergniho systému ve sluchové kiife a vybranych podkorovych centrech, jednak
zmeény populaci neurontt exprimujicich NO (pomoci markeru NADPH-diaforazy)
a parvalbumin. NADPH-diafordza pozitivni neurony vyznamné kolokalizuji s GABA (Yan
a spol., 1996; Huh a spol., 1998, Jinno a spol., 1999); to se tyka tzv. L. typu téchto neuronii
(vetsi, intenzivné barvené buiiky), typ II. s GABA kolokalizuje jen v mensi mife, patii k nému
slabé&ji se barvici buiikky s mensimi somaty. V mozkové¢ kiife hlodavct se vyskytuje prakticky
pouze typ I, typ II NADPH-d pozitivnich bunck ptevazuje v kiife primati (Yan a Garey,
1997; Judas a spol.,, 1999). Parvalbumin je exprimovan prakticky vyhradné jen
v GABAergnich neuronech, a to u hlodavct i primati (Kosaka a spol., 1987; Condé¢ a spol.,
1994; Freund a Buzséki, 1996; Kawaguchi a Kubota, 1998). Zaroven je znamo, ze NADPH-
diaforaza pftili§ nekolokalizuje s parvalbuminem, parvalbumin exprimujici neurony maji ale
cetné synaptické kontakty na NADPH-d pozitivnich neuronech (Dun a spol., 1994; Morello

a spol., 1997). Jedna se tedy o dvé rizné populace neuronti.
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Dosavadni nalezy zmén NADPH-d pozitivnich neuronti ve starnoucim mozku nejsou
jednoznacné. V souladu s nasimi vysledky prevazuji ndlezy poklesu jejich mnozstvi ve stafi
anéktefi autofi uvadéji v souladu snaSi praci i pfestavbu dendritického vétveni téchto
neuroni (Lolova a spol., 2000; Necchi a spol., 2002; Sanchez-Zuriaga a spol., 2007). Zmény
v expresi NOS v dané oblasti jsou davany bud’ do souvislosti se zhorSenim funkce, napf.
¢ichového ¢i sluchového systému, nebo jsou intepretovany jako obecné souvisejici se
starnutim mozku (Reuss a spol., 2000; Kirkwood a Kowald, 1997; McCann a spol., 1998;
Necchi a spol., 2002). Na zakladé¢ nami nalezené¢ho poklesu poctu NADPH-d pozitivnich
neuronu v kiie o 15%, ale nelze vyvozovat jednozna¢né funkéni disledky. Vyznamné ovsem
nejsou jen samotné zmény poctu bun€k, ale i1 souvislosti nami pozorované piestavby
dendritického vétveni, které mohou pfedstavovat kompenzacni mechanismy souvisejici se
starnutim, napf. se zmenSenim extracelularniho prostoru a zménou poméri pro prenos a difuzi
latek v mozku ve stafi (Sykova E., 2001). Skutecnost, Ze pozorovana celkova délka
dendritického vétveni ptipadajiciho na jeden NADPH-d neuron se mezi mladymi a starymi
zvitaty vyznamné nezménila, by mohla svédCit pro hypotézu kompenzaéni piestavby.
Vzhledem k nejednoznacnosti dosavadnich nalezii exprese NADPH-d neuronii v mozku
ve stafi 1ze uvazovat i o tom, Ze tyto zmeny v expresi NOS nemuseji mit vzdy jednotnou
podobu a konkrétni charakter zmény mutize souviset s riznym prubéhem starnuti mozku.
O zménach v NOS/NADPH-d systému se uvazuje i ve vztahus nékterymi lidskymi
onemocnénimi centralniho nervového systému jako je schizofrenie ¢i Parkinsonova nemoc,
jednoznaény prikaz ale zatim chybi (Mollace a spol., 1995; Blum-Degen, 1999). Vzhledem
k tomu, Ze nase prace s NADPH-diaforazou byla zaméfena na sluchovou kiru starych
potkanti kmene Long Evans, ktefi maji jen malo zhorSenou sluchovou funkci, pak by
v expresi NADPH-d byly ocekavatelné spiSe jen mensi zmény, pokud by s timto zhorSenim
sluchu mély souviset.

Nase vysledky ukazaly velmi vyrazny ubytek PV-ir neuronti ve sluchové kuie
u starych potkantt kmene Fischer 344, ktefi trpi vyraznym poskozenim sluchu ve stari
(Popelat a spol., 2003, 2006; Buckiova a spol., 2007). U starych potkanii Long Evans byla
naopak PV-imunoreaktivita v SK zachovana a v colliculus inferior jsme dokonce nalezli vyssi
pocet PV-ir bunék nez u mladych jedinct. Otazka vyznamu PV-ir neurond se v poslednich
letech dostala do poptedi v souvislosti s fadou praci zabyvajicich se ulohou PV-ir bun¢k
v inhibi¢nich sitich generujicich gamma oscilace, zvlasté¢ v neokortexu a hipokampu (Bragin
a spol., 1995; Buzséaki a Draguhn, 2004). Gamma oscilace (30-100 Hz) predstavuji referencni

signal pro c¢asové kodovani, spojovani jednotlivych prvkll zpracovavané informace
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do uceleného konceptu vnimani a téz pro ukladani do paméti (pro piehled viz — Bartos a spol.,
2007). U lidi dochazi k poskozeni PV-ir subpopulace GABAergnich neuroni u fady
neurologickych ¢i neuropsychiatrickych onemocnéni (Lewis a spol., 2005; Woo a Lu, 2006).
Paralelni studie byly provedeny na laboratornich zvifatech, kde napf. u LPAl-deficientni
mysi, slouzici jako zvifeci model schizofrenie, byl nalezen pokles PV a GABA
imunoreaktivity v entorhinalni kiife spolu s naméfenym vyraznym ubytkem gamma oscilaci
ve stejné oblasti (Cunningham a spol., 2006). SniZeni poc¢tu PV-ir neuronli bylo pozorovano
také v prefrontdlni kife methylazoxymethanolového potkaniho modelu schizofrenie
(Penschuck a spol., 2006). Ani v jedné z téchto studii nebyly zjistény zmény v poctu
kalbindinovym ¢i kalretininovych neuront.

U starych potkant kmene Fischer 344 byl pokles PV a GABA imunoreaktivity nalezen
také v hipokampu (Shetty a Turner, 1998; Shi a spol. 2004). Pfitom je zndmo, Ze prave stara
zvifata tohoto kmene trpi velkymi kognitivnimi deficity, které se tykaji predevSim
prostorového uceni, ulekového podminovani a rozliSovani pachti (Oler a Markus, 1998;
Harker a Whishav, 2002; Villarreal a spol., 2004; La Sarge a spol., 2007). Je ale tfeba
pfipomenout, ze v mnoha behavioralnich testech byla pro ulekové podminovéani pouzita
zvukova stimulace. Vzhledem k souc¢asnému silnému poskozeni sluchu u téchto zvitat by tak
vysledky nékterych behavioralnich experimentti mohly byt timto faktem ovlivnény. Piesto se
ale nabizi hypotéza o souvislosti mezi zhorSenim kognitivnich funkci a snizenim
parvalbuminové exprese v hipokampu. Pokud budeme stejné interpretovat nase pozorovani,
nabizi se souvislost mezi specifickym poklesem poctu PV-ir neuronli ve sluchové kiife
u starych potkanti kmene Fischer 344 a vyraznym snizenim funkce sluchu u téchto zvirat. Zda
je pokles PV-ir neuronti pouze nasledkem utlumu aferentni aktivity, ¢i naopak mize sam dale
prispivat ke zhorSeni sluchové funkce (ktera je zde primarné¢ dana periferni patologii) je
otazkou pro dalsi vyzkum. Nélezy poklesu poctu PV-ir neuronil v dalSich n€kolika oblastech
kiry (zrakové, retrosplenidlni), které jsme téz pozorovali, mohou naznacovat celkové
rychlejsi degeneraci centralniho nervového systému jedincti kmene Fischer 344, protoze tento
kmen se vyznacuje v mnoha ohledech patologickym pribehem starnuti (viz kapitola 1.3.1.).

Zmény v populaci PV-ir neuroni u starych potkanii v naSem experimentu jsou tedy
kmenové specifické a mohou do jisté miry souviset s mirou zachovani funkce sluchu. V této
souvislosti se nabizela otazka, zda obdobné kmenové specifické jsou i zmény GABAergniho
systému jako celku, protoze PV-ir neurony jsou jeho soucésti (Kosaka a spol., 1987; Freund
a Buzséki, 1996; Kawaguchi a Kubota, 1998). Kromé¢ toho napft. v hipokampu mély GABA-ir

1 PV-ir neurony podle n¢kterych autorti obdobnou tendenci k ubytku ve stati (Shetty a Turner,
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1998; Shi a spol. 2004). NasSe nalezy zmén v hladindch GAD 65 a 67 ve sluchovém systému
jsou ale vtomto ohledu od zmén v imunoreaktivit¢ parvalbuminu odlisné. Konkrétné,
ve vSech sledovanych strukturach (CI, SK, ZK) a u obou sledovanych kmeni (Long Evans
a Fischer 344) jevily oba izoenzymy shodné ve stafi pokles, a dokonce i mira tohoto poklesu
byla obdobna. Rozdilny prubéh zmén v produkci parvalbuminu a GABA (GAD) spojenych se
starnutim byl ale jiz u potkani opakované zjistén napf. v septu, senzorimotorické kiife,
a1 v hipokampu (Krzywkowski a spol., 1995; Vela a spol., 2003; Potier a spol., 2006; Shi a
spol., 2006).

Zmény v imunoreaktivit¢ GAD65 a GAD67 vnasi studii tedy nebyly kmenové
specifické, coz je v souladu i s nédlezy od Ling a spol. (2005), kteti podobnou metodikou
prokazali porovnatelny pokles v hladiné GAD 67 ve sluchové kiife starych potkanii kmene
Fischer 344/Brown Norway. Lze tedy fici, Ze s vékem spjaté zmény v mnozstvi GAD v CI
a ve sluchové kufe jsou podobné bez ohledu na pouzity kmen potkana. Porovname-li nase
vysledky dosazené u dvou kmeni laboratorniho potkana se situaci u mysi, kde kmeny
CBA/Cal a C57/BL/6J maji sluchové deficity ve stafi obdobné jako Long Evans
a Fischer 344 (ackoliv u kmene C57 je ztrata sluchu senzorineuradlniho plivodu — Parham,
1997, Spongr a spol., 1997), mizeme konstatovat, ze vyznamné zhorSeni funkce inhibi¢niho
systému ve sluchové draze bylo elektrofyziologicky prokazano pro oba mysi kmeny (Walton
a spol., 1998, 2002; Felix a Portfors, 2007). Je tedy mozno navrhnout hypotézu, ze ubytek
GAD (a GABA) v colliculus inferior a sluchové kife ve stafi neni primarné zavisly
na periferni deaferentaci, ale je spiSe centralniho piivodu. Tyto zmény ve vysSich etazich
sluchové drahy mohou pfispivat ke zhorSenému zpracovani parametri kli¢ovych
pro porozuméni komplexnim zvukiim, spiSe nez souviset s napi. posunem sluchovych praha
(které¢ u kmene Long Evans vyrazné posunuty nejsou). Tato data tak zaroveil podporuji zaveér,
ze pokles hladin a funkce GABA ve stafi ma souvislost se zhorSenim celkové funkce sluchu
véetné lidské presbyakuze.

Nase analyza zmén histochemickych markerti ve stafi ve sluchové draze prokazuje
tedy Castecné centralni ptivod téchto zmén, ale i jejich Caste¢nou souvislost se zachovanou
funkei periférie (predev§im u parvalbuminu) a tedy i zachovanou aferentni stimulaci.
Farmakologické pisobeni, které by zpomalovalo nastup patologickych zmén ve vnitinim
uchu, by tak mohlo mit krom& vlastntho udrzeni lepSi funkce sluchu
(mensi posun sluchovych prahd, atd.) ndsledné i vliv na nékteré navazujici zmény ve sluchové
draze. Protoze jednim z vyznamnych faktorti ovliviiujicich pteziti a funkci senzorickych

organti je zajisténi dostatecného pfisunu kysliku a zivin cévnim fecistém, podavani latek
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zpomalujicich rozvoj patologickych procestt v cévach (napf. ateroskler6zy) by mohlo mit
pozitivni vliv na udrzeni sluchovych funkei.

Ukézali jsme, Ze takovou pozitivni roli u kmene mysi C57BL/6J, standardniho
zviteciho modelu senzorineuralni presbyakuze, miize sehrat uc¢inna latka atorvastatin, ktera je
v humanni mediciné bézné pouzivana v 1écbeé kardiovaskuldrnich onemocnéni (Davignon,
2001). U kmene mysi C57 je popsana vyznamna a rychle progredujici ztrata vnéjSich
vlaskovych bunék jiz od tfetiho mésice véku (Henry, 1984; Parham, 1997; a viz kapitola
1.3.1.). Prokézali jsme, Ze po 8-tydenni kazdodenni aplikaci atorvastatinu byl tento
patologicky proces zpomalen. Mysi krmené atorvastatinem mély signifikantné vétsi
zachované amplitudy distorznich produktl otoakustickych emisi (DPOAE), ptfedevSim
v oblasti vyssich frekvenci. ZhorSeni DPOAE je pfitom standardné uZivano jako citlivy a rany
indikator ubytku funkce vnéjSich vlaskovych bunék, které predchazi dalSim funkEnim
zméndm (Lichtenhan a spol, 2005; Davis a spol., 2005). ZmenSeni plochy ateroskleroticky
zmeénéné cévni vystelky v aorté zaroven prokazalo piimy ucinek atorvastatinu na zanétlivy
proces v cévach u téchto zvitat. Nezménéné hladiny cholesterolu v krvi po osmi tydnech jeho
uzivani navic naznacuji, Ze pozitivni efekt statinli v tomto ptipad€ nesouvisel s jejich vlivem
na snizeni hladin cholesterolu v krvi, coz je v souladu se zavéry predchozich autorti (Farmer

2000; Arnaud a spol., 2005; Gonyeau 2005).

5.2. Zmény NADPH-diaforaza pozitivnich neuronit ve sluchové kiiie starych potkanii
kmene Long Evans

V na$i praci jsme u velmi starych potkanti kmene Long Evans nalezli snizeni
absolutniho po¢tu NADPH-diaforaza pozitivnich neuronit v korovych oblastech Tel a Te3
o 15 %. Plo$na hustota pozitivnich neuronti na mm? byla ale zvySena nasledkem soucasného
vyrazného ztenceni sluchové kiry, které bylo v mensi ¢i vétsi mife pfitomné u vSech starych
zvitfat v tomto pokuse. Kvantitativni analyza dale prokazala nardst poc¢tu dendritickych
segmentil a bifurkaci. Primérma délka jednotlivych dendritickych segmentll ve stafi sice
klesla, takze celkovéd délka viditelného dendritického vétveni ptipadajiciho na jeden neuron
zustala prakticky stejna jako u mladych zvitat.

Studie mapujici NADPH-diafordza pozitivni neurony v riznych oblastech mozku
vesmes ukazaly zmény v jejich poctu nebo zmény jejich morfologie ve stafi, ale charakter
téchto zmén neni jednotny. V naSem ptehledu se omezime jen na nalezy u hlodavcei, kde jsou
v ktife pfitomny pouze NADPH-d exprimujici neurony typu I (kolokalizuji vyrazné¢ s GABA).

Huh a spol. (1997a) nezjistili zadné vyznamné rozdily v po¢tu NADPH-diaforaza pozitivnich
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neurontl. V praci zaméfené na kolokalizaci neuropeptidu Y a NADPH-d neuroni u 24 mésict
starych potkanti byl nalezen ubytek pouze NADPH-d neuronti neexprimujicich neuropeptid Y
(Huh a spol., 1997b, 1998). Naproti tomu jini autofi (Yamada a spol., 1996; Cha a spol.,
1998; Necchi a spol.,, 2002) zjistili, ze u velmi starych potkani (24-30 mésici) se
v somatosenzorické, motorické a sluchové kiie pocet NADPH-d/NOS neuronti obecné
vyrazné snizil, a to aZ na polovinu ve srovnani s mladymi zvifaty. Nase vlastni vysledky
ukazuji, Ze ve zrakové ktife byl pokles mensi neZ ve sluchové kiife, a to pouze o 6%. Sanchez-
Zuriaga a spol. (2007) nalezli ve sluchové kife potkanii kmene Wistar starych 30 mésict
snizeni po¢tu NADPH-diaforaza pozitivnich neuroni dobfe srovnatelné s nasi praci, a dale
1 podobny pokles poc¢tu NADPH-d pozitivnich neuronii v colliculus inferior. Je tfeba
poznamenat, Ze nékteré rozdily mezi vysledky jednotlivych autori mohou byt zplisobeny
uzitim riznych kmenti potkant (Sprague-Dawley — Huh a spol., 1997a,b; Cha a spol., 1998;
Fischer 344 - Huh a spol., 1998; Wistar - Yamada a spol., 1996; Necchi a spol., 2002; Lolova
a spol., 2000) a také riznym statim pokusnych zvirat (24-36 mésicti). Vysledky a metodiky
hodnoceni jsou natolik rtiznorodé, Ze moznou kmenovou specificitu t€chto zmén nelze ani
jasné potvrdit ani ji vyloucit.

Celkovy pocet NADPH-d pozitivnich neuront ve sluchové kiife u starych zvirat klesl
o 15% (respektive 13%, pti kvantitativnim hodnoceni jinym postupem, viz kapitola 4.1.3),
ale hustota NADPH-d pozitivnich neuronli na milimetr ¢tvere¢ni naopak stoupla o cca 60%
v disledku vyrazného ztenceni mozkové kiry. Nami nalezené ztenceni mozkové kiiry v tomto
experimentu nelze pfimo pfipsat disledkiim zmenseni extraceluldrniho prostoru v mozkové
kife, ke kterému ve staii dochézi, protoze v pribéhu standardniho histologického zpracovani
mozku dochazi k praktickému vymizeni jakéhokoliv pozorovatelného extracelularniho
prostoru (Sykovéa a Nicholson, 2008). Podobné vyznamné ztenceni mozkové kiry bylo ale
pozorovano, napi. u lidi s onemocnénimi mozku jako je demence ¢i roztrousena sklerdza
(Sailer a spol., 2003; Im a spol., 2008). U potkant bylo ale takové vyrazné ztenceni dosud
zjisténo predevsSim v piipadé kombinovanych nésledkii diabetu a ischemie (Kondo a spol.,
2001; Freret a spol., 2006). Kondo a spol. (2001) vyvolali u mladych potkant ptfechodnou
ischemickou pfithodu mozku (okluzi karotid) a pozdé&ji byla u pivodné diabetickych zvitat
zjisténa redukce temporalni kiry az k 40% ptvodni hodnoty, tedy podobné jako v nasem
experimentu. U ptivodné nediabetickych zvitat byla korova atrofie vyrazné¢ mensi. Vzhledem
k mimotddnému véku potkani v nasem pokusu (36 meésicll), Ize utakto starych zvirat
predpokladat cerebrovaskularni zmény vedouci k lokalni ischemii a postupujici korové atrofii,

jak bylo jiz difive popsano v literatufe (Shimada, 1999). Diabetes jsme u potkanli v nasem
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experimentu neprokazovali. V dalsich pokusech s jen o néco mlad$imi zvifaty (27-35 mésicti
— zmény v imunoreaktivit¢ PV a GAD) jsme uz takové signifikantni ztenCeni mozkové kiry
nezaznamenali.

Mimo uvedené zmény poctu NADPH-d pozitivnich neuronid se také zmeénila
morfologie neuronti. Priimérna velikost bunéénych tél (2D prufezti somaty) zlstala sice
nezménénd, stejné jako ve studiich jinych autortt (Huh a spol., 1997a,b), na druhou stranu
vyznamné zmény byly pozorovany v perikaryu. Starnuti provazel narist v poctu
dendritickych segmentl, poctu dendritickych bifurkaci, a naopak pokles v primérné délce
jednoho segmentu. Znamena to tedy, Ze doslo k remodelaci neuronalniho stromu. Tyto zmény
u starych zvifat mohou pfedstavovat kompenzacni mechanismy souvisejici napi. se
zmenSenim extracelularniho prostoru a zménou pomérti pro prenos a difuzi latek v mozku ve
staii (Sykova, 2001; Sykova a Nicholson, 2008), se zménami v pomérech trofickych faktord,
pfipadné i pfimo s poklesem absolutniho poctu NADPH-d neuront. Mohlo by se jednat
i o pfimy dasledek ztenéeni mozkové kiry, a tedy by Slo az o projev velmi pozdniho stafi
pokusnych zvitat. Zda byla remodelaci neuralniho stromu specificka pro NADPH-d pozitivni
neurony, ¢i zda se tykala i jinych populaci neuronii (tj. vétSiny neurontl), jsme u téchto zvitat
nezjist'ovali, stejné tak jsme nezjist'ovali ani zmény glie.

Zda se ale, ze remodelace dendritického vétveni se tykd NADPH-d pozitivnich
neurond v raznych ¢astech mozku starych potkanti, napi. v periakvaduktalni Sedi, parietalni
a temporalni kife a v hipokampu (Cha a spol., 1998; Lolova a spol., 2000). Pon€kud odlisné
vysledky remodelace ve srovnani s naSimi uvedli Cha a spol. (1998). Nalezli ubytek
pozitivnich neuroni ve sluchové kufe, ale popisuji snizeni poctu a pramérné délky
dendritickych segmenti pfipadajicich na jeden neuron; jejich udaje ale nebyly dolozeny
kvantitativni analyzou.

Podobné zmény, tykajici se remodelace dendritického vétveni neuronti obecné, byly
pozorovany i jako dusledek nekterych experimentalnich zasahti. Charakter nékterych zmén
byl zavisly na véku pokusnych zvirat. Napt. posSkozeni nucleus basalis magnocellularis, které
je zdrojem hlavni cholinergni projekce do neokortexu potkana, mélo za nasledek ptestavbu
dendritického vétveni, ztraty neuronil, a dokonce i ¢asteéné ztenceni frontadlniho neokortexu
u starych, ne ale u mladych potkanii (Wellman a Sengelaub, 1995; Harmon a Wellman, 2003;
Works a spol., 2004). Zmény ve stavbé dendritického vétveni a morfologie somat byly
pozorovany i v normalné stdrnoucim mozku, a to nejen u interneurontl, ale i u starnoucich
korovych pyramidovych bunék (Vaughan, 1977; Peinado a spol., 1993, 1997; Grill a Riddle,

2002). U pyramidovych neuronti V. vrstvy ve sluchové kiie starého potkana doslo k ubytku
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primarnich dendritd, mnozstvi dendritickych bifurkaci vSak zménéno nebylo (Vaughan
a spol., 1977). Morfometrickd analyza dendriti pyramidovych neuronti II. a III. vrstvy
v cingularni kiife prokdzala pokles primérné délky dendritickych segmentii, zatimco
v V. korové vrstvé cingularni kiry byly, na rozdil od sluchové kliry, zmény v dendritickém

vétveni minimalni (Grill a Riddle, 2002).

5.3. Zmény v imunoreaktivité parvalbuminu v colliculus inferior, CGM a sluchové kiii'e
u starych potkanii dvou kmenii

Nase vysledky ukazuji vyznamné zmény v imunoreaktivit¢ parvalbuminu ve starnouci
sluchové draze, které zahrnuji: zmény poctu PV-ir bunck, zmény jejich optické denzity
a zmény objemu PV-ir somat. V souhrnu lze fici, ze pocet PV-ir neuronii vzrostl s vékem
v CCI u kmene Long Evans, zatimco u kmene Fischer 344 doslo k vyraznému ubytku PV-ir
neurond ve sluchové kure. Nékteré Casti sluchové kiry starych zvitat Fischer 344 byly
prakticky bez parvalbuminové imunoreaktivity. Velmi sporadicky vyskyt slabé denznich PV-
irneuroni vCGM u vSech pokusnych zvifat bez rozdilu véku je v souladu s nalezy
predchozich autorti (Celio, 1990; Covenas a spol., 1991).

Obecné je pocetni redukce PV-ir neuroni ve sluchové kiufe (v CI se pocet
signifikantné nesnizil) starych potkani kmene Fischer 344 v souladu s pievazujici tendenci
k poklesu poctu téchto neuront ve stafi v riznych ¢astech mozku, tak jak byly pozorovany
jinymi autory napt. v cinguldrni ktite, hipokampu a ¢ichovém bulbu (Krzywkowsky a spol.,
1995; Shetty a Turner, 1998; Hwang a spol., 2003). Plosné vymizeni PV-ir neuronii
v korovych polich nicméné dosud popsano nebylo. Naproti tomu u starych zvirat kmene Long
Evans jsme ve sluchové kufe zjistili jen nesignifikantni pokles poctu PV-ir neuronii
a v colliculus inferior jsme naopak nalezli jejich pocetni narist. Co takovy nartist mlZe
znamenat pro funkci CI u starych zvifat kmene Long Evans, neni znamo. Podobny narGst
poc¢tu PV-ir neuronti ve staii ale také neni ojedinély, byl popsan napt. v kochlearnich jadrech
u starych mysi kmene CBA/Cal, ktery ma rovnéz dobie zachovanou funkci sluchu az
do vysokého véku (Idrizbegovic a spol., 2001). Autofi se pfiklanéji k ndzoru, Ze jde o expresi
v neuronech ptivodné neprodukujicich vapnik vazici proteiny a jde tedy o expresi de-novo
vzniklou az v prubéhu starnuti. ZvySena produkce vépnik vazicich proteinti by mohla
piedstavovat odpovéd’ na zvysujici se potfebu pufrovaci kapacity pro udrzeni vnitrobunécné
homeostazy kalcia. Zhrouceni kalciové homeostdzy milize hrat jednu z klicovych roli
v bunééném starnuti a ztraté funkce a preziti neuronti (Verkhratsky a Toescu, 1998; Toescu

a spol., 2004).
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U starych zvirat kmene Long Evans jsme navic nalezli v colliculus inferior i zvySenou
optickou denzitu PV-ir neuroni (ve sluchové kiife jen nesignifikantng). ZvySeni optické
denzity muize odrdzet bud’ zvySenou produkci sledovaného produktu anebo nahusténi
produktu v dusledku svrasténi bunky (Krzywkowski a spol., 1995). Zmény primérného
objemu PV-ir neuronti byly ale u kmene Long Evans malé, takze vysledky spiSe hovori
ve prospech celkové zvySené produkce proteinu. V colliculus inferior potkani kmene Fischer
344 tomu ale bylo jinak a PV-ir neurony starych zvifat tohoto kmene mély vyrazné nizsi
primérny objem somat ve srovnani s neurony mladych zvifat. Optick4 denzita somat pfitom
zustala nezménéna. Takovy nélez by naopak svédcil pro snizené mnozstvi parvalbuminu
v somatech. ZmenSeni objemu somat (v disledku piestavby cytoskeletu, apod.) miize byt také
rys, ktery se se starnutim objevuje castéji. Konkrétné u PV-ir bunék byl jiz popsan
napf v medidlnim septu u starych Sprague-Dawley potkani (Krzywkovsky a spol., 1995). Co
se tyce celkového objemu CI, zde nebyla pozorovéana zadna zména ani u jednoho kmene, coz
je v souladu se star§imi pracemi u potkana (Caspary a spol., 1995) a mysi (Willott a spol.,
1994).

Jak bylo poznamenino v uvodu (kapitola 1.3.1), oba pouzit¢é kmeny potkant se
v mnoha ohledech lisi, v€etné rizného pribchu starnuti. Mnohem rychlej$i a vyraznéjsi
poskozeni sluchu ve srovnani s kmenem Long Evans ma u kmene Fischer 344 za nasledek
znacny posun sluchového prahu, pokles v amplitudé evokovanych kmenovych odpovédi,
zeslabeni distorznich produktli otoakustickych emisi a pokles v poddajnosti stiedousi ve stari
(Popelar a spol., 2003, 2006). Zajimava analogie k nasim vysledkiim existuje u mysi, pokud
srovnavame kmen CBA/Cal a kmeny C57/BL/6]J a BALB/c. CBA/CalJ je kmen s dobie
zachovanym sluchem do vysokého véku, naopak C57 a BALB jsou kmeny s rychlou
a vyraznou ztratou sluchu (v tomto ptipadé senzorineuralniho ptivodu). V kochlearnim jadie
nalezli Idrizbegovic a spol. (2001, 2004, 2006) u mysi vSech kment procentudlni narast PV-ir
neuront s vékem pfi srovnani s celkovou populaci neuronii (barveni podle Nissla). Absolutné
se ale pocCet PV-ir neuronii zvysil pouze u kmene CBA/Cal a ne u C57/BL6J a BALB/c, tedy
ne u kmenil s t€Zkou senzorineuralni ztratou sluchu. Podobné vysledky autofi obdrzeli i pro
kalbindin. Kromé dokladu kmenové specifickych zmén jde opét i o argument ve prospech
moznosti de-novo exprese v neuronech puvodné dany protein neexprimujicich. V jiné studii
s C57 a CBA kmeny byly sledovany zmény ve stafi na urovni CI (Zettel a spol., 1997).
U starych zvifat byl nalezen obdobny pokles kalbindinu v CI u obou kment, zatimco
k narGstu mnozstvi kalretininu v CI doslo pouze v ptipadé¢ kmene CBA a u C57 byla jeho

exprese nezménéna. Navic se prokazalo, Ze tato zvysSend produkce kalretininu je opravdu
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zavisla na zachovaném sluchu do stari, protoze u CBA mys$i uméle intenzivné ohlusenych
v raném véku k tomuto naristu nedoslo (Zettel a spol., 2001). Zajimavou otazkou je, zda
udrzeni a dokonce zvysSeni parvalbuminové imunoreaktivity u starych potkanit Long Evans je
také zavislé na zachovalé aktivaci z periferie.

Podstatny tibytek PV-ir neuronti ve sluchové kife kmene Fischer 344 nemuze byt
prostym dusledkem neselektivniho zaniku neuroni, protoze v fezech barvenych podle Nissla
jsme nepozorovali Zadny vyznamnéjsi celkovy ubytek neuronti. I tento vysledek je v souladu
s predchozimi pracemi, kde zadny celkovy ubytek neuronti v mozkové kute ¢i CI nalezen
nebyl, ackoliv byly popsany morfologické a synaptické zmény (Helfert a spol., 1999; Poe
a spol., 2001; Merrill a spol., 2001). Pfi pouziti imunoreakce na kalbindin a kalretinin jsme
7adné srovnatelné vypadky imunoreaktivity v mozkové kiife neobjevili (nepublikovana data),
coz podporuje nazor, ze jde prednostné o selektivni ztratu PV-ir neuronii anebo o ztratu
produkce parvalbuminu v piivodné parvalbumin exprimujicich neuronech.

Pozorovany pokles poctu PV-ir bun€k ve zrakové kife podobny zménam ve sluchové
ktre, vCetné mistnich plosnych vypadkti, by mohl byt také dan do souvislosti se ztratou
aferentni stimulace. Senzoricky deficit u kmene Fischer 344 ve stéii totiz zahrnuje také deficit
zraku, ktery je poskozen ptredevSim diky degeneraci sitnice a rohovky (Di Loreto a spol.,
1994). Také v naSem pokuse jevila vétSina starych potkani znamky zakalené rohovky.
Na druhé stran¢ vSak obdobné ndlezy snizeni exprese parvalbuminu v nesenzorickych ¢astech
mozku starych potkanii Fischer 344 (jako napi v retrosplenidlni kiife a v hipokampu) svédci

i pro moznou souvislost s celkovym pribéhem starnuti u tohoto kmene.

5.4. Zmény v imunoreaktivité a v hladinach GAD65 a 67 v colliculus inferior, sluchové
a zrakové kuiie u starych potkanii dvou kmenii

Nase vysledky prokazuji vyrazné zmény GAD65 a GAD67 imunoreaktivity ve staii
v colliculus inferior a ve sluchové kufe potkana, které zahrnuji: ubytek GAD65 a 67-ir
neurond, pokles optické denzity zbyvajicich GAD65 a 67-ir neuronti a celkovy pokles hladin
GADG65 a GAD67 proteinll. Ziskand data ukazuji na pomémé uniformni charakter zmén.
Za prvé, u obou GAD izoforem byly prokazany obdobné zmény, za druhé v obou strukturach
sluchové drahy, CI a sluchové ktife, mély zmény velmi podobny charakter, a kone¢né, nalezy
byly velmi obdobné u obou testovanych kment (Long Evans a Fischer 344). Souhrnné Ize
tedy fict, Ze ve stafi exprese a zastoupeni GAD u potkana klesa podobné na podkorové

1 korové trovni a tyto zmény srovnateln¢ zasahuji GAD65 i GAD67.
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Nalez celkového poklesu hladin GAD65 a GAD67 proteini ve staii dobie souhlasi
s diive publikovanymi vysledky, které se tykaji poklesu hladin GABA a GAD ve vyssich
etazich sluchového systému. Piedchozi autofi popsali sniZzeni poctu GABA-ir neuronii v CCI
starych potkani, navic doprovazeného poklesem v enzymatické aktivit¢ GAD a v intenzité
uvolnovani GABA ze synaptickych zakonceni (Caspary a spol., 1990; Raza a spol, 1994,
Gutierrez a spol, 1994; Caspary a spol, 1995). V CI zmény v optické denzit¢ GABA nebo
GAD-ir neuront doposud popsany nebyly, ale sniZeni optické denzity porovnatelné s naSimi
nalezy je zndmo ze sluchové kury starych Fischer 344/Brown Norway F1 hybridi v ptipadé
GAD67 (Ling a spol., 2005). Jak bylo analogicky diskutovdino u zmén v denzité
parvalbuminu, pokles optické denzity miize odrazet jednak snizenou produkci sledovaného
produktu anebo sniZzenou hustotu produktu v buiice v disledku zvétSeni bunécného téla
(Krzywkowski a spol., 1995). Protoze zadné vyznamné zmény objemu tél neuronl jsme
v tomto experimentu nenalezli (stejné jako je nezmifnuje ani Ling a spol., 1995), nélezy spise
naznacuji snizenou expresi GAD proteini v buinikach. Coz je v dobrém souladu s nasim
prukazem celkové snizenych hladin GAD proteini pomoci western blotu.

Snizeni poctu GAD-ir neuronit (GAD 65 1 67), které jsme pozorovali v colliculus
inferior i sluchové kiife, nelze ani zde ptisoudit nespecifickému zaniku, vzhledem k tomu, ze
v fezech barvenych podle Nissla jsme nenalezli u mladych a starych zvitat zadny vyznamny
rozdil v celkovém poctu neuronti (Helfert a spol., 1999; Poe a spol., 2001; Merrill a spol.,
2001; Stanley a Shetty, 2004). Vezmeme-li v tivahu sniZenou optickou denzitu GAD-ir
neuroni ve stafi, pak se zda, Ze hlavni pfi¢inou nami pozorovaného ubytku imunoreaktivnich
bunék je pokles exprese obou sledovanych GAD izoforem v nékterych buiikach pod prah
detekovatelny pouzitou imunohistochemickou metodou. Charakter popisovanych zmén
v imunoreaktivit¢ GAD65 a 67 v mozkové kuife byl rovnomérny ve vSech korovych vrstvach,
zadné specifické zmény pro nékterou korovou vrstvu jsme nenalezli, coz je téz v souladu
s vysledky ptedchozich autord (Ling a spol., 2005).

Zajimavym ndlezem z naseho experimentu je zarazejici rozdil v celkovém mnozstvi
GAD mezi colliculus inferior a sluchovou kiirou, ktery jsme detekovali pomoci metody
western blot. Témét trojnasobna hladina GAD65 a GAD67 v CI ve srovnani se zrakovou
a sluchovou kiirou je ale v souladu s piedchozimi nélezy, které dokladaji podobny pomér
ve western blotem zjiSténych hladinach GAD mezi stfednim mozkem a thalamem na jedné
stran¢ a neokortexem na stran¢ druhé (Sheikh a spol., 1999). Z imunohistochemické analyzy
zadné vyznamné rozdily mezi CI a kiirou nevyplynuly. Pouzita imunohistochemicka analyza

vSak neni dostatecné citliva, aby mohla dobfe posuzovat imunoreaktivitu dendritického
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vétveni a hodnotit GAD-ir punkta, ktera obsahuji vyznamny podil celkového mnozstvi GAD.
Funk¢ni vyznam vys$Siho mnozstvi GAD v CI neni jasny. Z elektrofyziologickych studii
nicméné vyplyva velmi vyznamna role inhibice v colliculus inferior a v CI je popséano také
velké zastoupeni GABA-ir zakonceni (Gerken, 1996; Pollak a spol., 2002; Frisina 2001;
Merchan a spol., 2005).

Ubytek GAD imunoreaktivity a hladin proteinti jsme zjistili také ve zrakové ke,
kterd slouzila v této praci jako kontrolni senzorickd korova oblast. I tyto nase nalezy jsou
v souladu s pracemi jinych autord, napt. s Hua a spol. (2008), kteti nalezli snizeny pocet
GABA-ir bun¢k ve zrakové kiife starych kocek (a celkovy pocet neuront barvenych podle
Nissla byl pfitom nezménén). Podobné byla potvrzena snizena funkce GABAergniho systému
ve zrakové kiife u starych opic (Schmolesky a spol., 2000; Leventhal a spol, 2003). V nasi
praci jsme pomoci metody western blot zaroven zjistili, ze pokles GAD ve zrakové kiife je
ve srovnani s ktirou sluchovou a CI relativné mensi, coz muize signalizovat odliSny pribéh
starnuti GABAergniho systému v riznych ¢astech mozku, a to konkrétn¢ i v jednotlivych
senzorickych korovych oblastech. Pokles hladin GAD v souvislosti se starnutim byl prokazan
také v hipokampu (Stanley a Shetty, 2004; Shi a spol., 2004; Ling a spol., 2005), naproti tomu
nebyl nalezen v septu, v senzorimotorické a parietalni kife (Krzywkowski a spol., 1995; Poe
a spol., 2001; Ling a spol., 2005; Shi a spol., 2006). Starnuti centralniho nervového systému
patrné nevede k homogennimu poklesu hladin a funkce GABA (GAD) ve vSech regionech
mozku. Nicméné hypotéza, ze heterogenni snizeni hladin GABA je priivodnim rysem starnuti
centralniho nervového systému, je v posledni dobé podpofena napi. indlezy pomoci
magnetické rezonanéni spektroskopie u ¢loveka (Grachev a spol., 2001).

SniZzeni inhibice zprostfedkované GABA v centralni sluchové draze ma
pravdépodobné funkéni nasledky. Pokles inhibice vede k rozsifeni excitacnich oblasti, ubytku
uzce ladénych receptivnich poli, ¢ili neuronti s uzkymi prahovymi kfivkami, a narastu poctu
komplexnich receptivnich poli, jak bylo popsano v elektrofyziologickych pracech z CI
a sluchové kiry (Palombi a Caspari 1996a,b,c; Walton a spol., 2002; Turner a spol., 2005a,b).
Autofi zminuji, Ze tyto zmény by mohly vést k propousténi vétSitho mnozstvi Sumu do celého
centralniho sluchového systému, coz by mohlo mit za nasledek mimo jiné zhorSené rozliSeni
casovych parametri komplexnich zvuka vcetné lidské teci (Fitzgibbons a Gordon-Salant,
1994; Grose a spol., 2006; Gordon-Salant a spol., 2007). Leventhal a spol. (2003) v primarni
zrakové kiife starych opic prokazali, Ze aplikace GABA ¢i jejiho agonisty muscimolu miize
lokalnég ptiznivé ovlivnit funkci inhibice a zlepsit orientacni a smérovou citlivost receptivnich

poli neuronti, ktera se doc¢asné ptiblizila hodnotam typickym pro mladé jedince. Mimo vyse
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uvedené dochazi ve stafi ve sluchovém systému i ke zhorSovani dalSich méfitelnych
parametr, které mohou s funkci inhibi¢niho systému souviset; stoupa napt. prah pro detekce
mezery v Sumu (tj. mezera musi byt delsi, aby byla rozpozndna) a zhorSuje se rozliSovani

zmén délky trvani téchto mezer v Sumu (Snell, 1997; Rybalko a spol., 2008).

5.5. Vliv atorvastatinu na nariistajici poSkozeni sluchu s vékem u kmenit mysi C57BL/6J a
apoE-/-

Senzorineuralni presbyakuzi pfedstavuje zhorSeni funkce sluchu v souvislosti se
starnutim, které je spojeno predevS§im se ztratou vné&jSich a wvnitinich vlaskovych bunék,
a projevuje se ztratou sluchu predevsim ve vysokych frekvencich. Mysi kmene C57BL/6J zde
slouzi jako standardni zvifeci model, u kterého dochazi k vyznamné ztrat¢ vnéjSich
vlaskovych bunék jiz od 3 mésict véku (Henry, 1984; Parham, 1997; Spongr a spol., 1997;
viz téz kapitola 1.3.1.). Vzhledem k tomu, ze snizené krevni zasobeni kochley v dasledku
poskozeni mikrocirkulace ve vys$§im véku detailn¢ popsané napt. u piskomili (Gratton
a Schulte, 1995, Seidman a spol., 1999) bylo prokazané pravé i u mysi kmene C57 (Brown
aspol., 1995), bylo mozné ptedpokladat, Ze podavani ucinnych latek, které by dokazaly
poskozeni cévni mikrocirkulace omezit, mize zpisobit zlepSené prokrveni vnitiniho ucha
a tim 1 ovlivnit funkci sluchu u tohoto kmene.

Vysledky naSeho experimentu zietelné ukazuji, ze atorvastatin je schopen pozitivné
ovlivnit zhorSovani sluchu C57BL/6J mysi, coz bylo prokdzano piedevsim na zakladé¢ méfeni
amplitud DPOAE. Na druh¢ stran¢ jsme ukazali, Ze poddvani atorvastatinu nijak neovlivnilo
amplitudy DPOAE u apoE-/- mysi. Fakt, ze kladny ucinek atorvastatinu na vnitfni ucho
C57BL/6J mysi je mozné dat do souvislosti s vlivem atorvastatinu na priichodnost cév, byl
podpotfen nalezy sniZzené exprese ICAM-1 a VCAM-1 ve stén¢ aorty u té€chto zvifat. Doposud
zadné srovnatelné spojeni mezi funkci sluchu a plsobenim statinii na endothelidlni zanét
pritom publikovano nebylo. Ve zrakovém systému byl ale kladny ucinek statinii (post-
ischemické reperfuzni zmény) jiz pozorovan (Honjo a spol. 2002). Davkovani statint
zeslabilo v sitnici akumulaci leukocytl, sniZilo expresi P-selektinu a ICAM-1 a sniZelo
pocet apoptotickych bun€k. V jiné studii byla u pacientll se stafeckou makularni degeneraci
zjisténa po 1é¢be statiny redukovana neovaskularizace v cévnatce (Wilson a spol., 2004).
UdrZeni dostate¢ného krevniho zasobeni by mohlo mit pfimy vliv na pieziti vlaskovych
bunck nebo plisobit na jejich funkci nepfimo pies udrzeni funkce stria vascularis (Melichar a

Syka, 1987).
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Nase prace se soustiedila na rané zmény sluchové funkce predchazejici detekovatelné
posuny sluchovych prahi, které¢ byly u kmene mysi C57BL/6J zaznamenany u zvifat starSich
neZ 3 mésice (Spongr a spol., 1997), tedy na farmakologické preventivni plsobeni,
predchazejici vlastni degradaci sluchové funkce. NaSe pozorovani, ze se sluchové prahy mezi
zvitaty, kterym atorvastatin podavan byl, a mezi kontrolnimi zvifaty nijak neliSily, neni proto
piekvapujici, nebot’ posun sluchového prahu je u tohoto kmene ve véku 2-4 meésice velmi
maly a nachdzi se v ramci variability méfeni pomoci ABR. Méteni DPOAE je v tomto ohledu
mnohem citliv§jsi indikator pocatku patologickych zmén kochley. Je zndmo, ze DPOAE
mohou odhalit skrytou kochlearni patologii (pfedev§im poskozeni ¢i ztratu vnéjsich
vlaskovych bun¢k) jiz v dobé¢, kdy jsou sluchové prahy stale jesté¢ v normé (Lichtenhan a spol,
2005; Davis a spol., 2005). U lidi i1 zvifat byl navic popsan pfevazujici obecny pokles DPOAE
s ve€kem (Parham, 1997; Kon a spol., 2000; Guimaraes a spol., 2004), u mysi je
charakteristicky pravé pro kmeny s progredujici ztratou sluchu (Jimenez a spol., 1999).

Ve srovnani s kontrolnimi C57BL/6J zvitaty byly vétsi amplitudy DPOAE u mysi
krmenych peletami s atorvastatinem zjistény v celém frekvenénim pasmu. V rozsahu
frekvenci 2 mezi 19 — 27 kHz byl vSak tento rozdil signifikantni i pro jednotlivé frekvence,
ato i s pouzitim piisnéjSich statistickych kritérii (Bonfferoniho korelacni test), kterd brala
v potaz vzajemnou velikosti amplitud na sousednich frekvencich, aby byl zcela eliminovan
efekt ptipadného arteficialniho nameéteni velké amplitudy na jedné ¢i dvou méienych
frekvencich. Pravdépodobnost nalezeni jednoznacné signifikance na urcité frekvenci byla tak
sice snizena, ptesto byla pro frekvenci 23 kHz vyznamnost rozdilu na hladiné P<0,01. Nalez
signifikantnich zmén pravé v oblasti vyssich frekvenci je navic v dobrém souladu s faktem,
ze zanik vnéjSich vlaskovych bunék zacind u mysi C57 v oblasti kochlearni baze a ztrata
sluchu se projevuje nejvice v oblasti vysokych frekvenci (Parham, 1997; Spongr a spol.,
1997).

Hodnoceni hladin ICAM-1 a VCAM-1 v cévnim endothelu patfi mezi prognostické
faktory urcovani rizik ischemickych ptihod u cévnich zanétlivych procesti a zaroven jde
1 o indikatory hodnoceni efektu 1é€by (Sukhova a spol., 2002; Silvestro a spol., 2005). Nalezy
statisticky vyznamné niz§ich hladin ICAM-1 a VCAM-1 v kofeni a oblouku aorty
u atorvastatinem krmenych mys$i proto dokazuji pozitivni efekt atorvastatinu na rozvoj
zanétlivého procesu v cévach téchto zvirat. Zaroven podavani atorvastatinu u téchto mysi
nijak neovlivnilo celkové hladiny cholesterolu v krvi, coz je ale v souladu s piedchozimi
nalezy, Ze statiny nemaji Zadny ucinek na hladiny cholesterolu u normolipidemickych

divokych typti mys$i (Choudhury a spol. 2004). Podobn¢ tomu bylo i u dalSich
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experimentalnich zvifat s normolipidemii, napf. opic (Sukhova a spol. 2002). Z toho lze
vyvodit, ze k ucinkim atorvastatinu na expresi VCAM-1 a ICAM-1 nedochazi
prostfednictvim snizeni hladiny lipidad v krvi a stejny zdvér pak plati i pro zpomalené
poskozovani vnéjsich vlaskovych bunék. Tento zavér je v souladu s poznatky, Ze inhibice
syntézy HMG-CoA nepuisobi jen nizsi syntézu cholestorolu, ale napt. téz isoprenoidd, latek
podilejicich se na aktivaci monocytl, sekreci zanétlivych cytokinti a proliferaci hladkého
svalstva v zanétlivém cévnim endotheliu (Choudhury a spol., 2004; Liao, 2005). Co se tyce
sluchu, alternativné by mohl ale byt zvazen i pifimy efekt atorvastatinu na metabolismus
cholesterolu v lateralni stén¢ vnéjsich vlaskovych bunck (Forge, 1991; Nguyen a Brownell,
zménou hladiny cholesterolu v krvi a dokonce ani prostfednictvim ucinku na cévni vystelku.
Takova hypotéza by ale musela byt v budoucnu experimentalné ovétena.

Naproti tomu u kmene mysi apoE-/- , ktery predstavuje zvifeci model aterogenické
hypercholesterolemie podobny lidské hyperlipoproteinemii typu III (Reddick a spol, 1994),
nemélo podavani atorvastatinu na velikost amplitud DPOAE ani na expresi ICAM-1
a VCAM-1 v aorté Zadny vliv. U apoE-/- my$i byl pfitom také zaznamenan vzajemny vztah
mezi hypercholesterolemii a ztratou sluchu (Guo a spol., 2005). Nicméné jiz z praci
ptedchozich autorti je zndmo, ze podavani statinii u tohoto kmene nema vliv na zanétlivou
aktivitu cévniho endothelia (Bea a spol., 2002). Navic u apoE-deficientnich mysi v naSem
experimentu hladiny cholesterolu v krvi po poddvani atorvastatinu dokonce jest¢ vzrostly,
tento paradoxni jev je ale pro hypercholesterolemické mysi také jiz znam (Wang a spol.,
2002; Choudhury a spol. 2004). Autofi argumentuji tim, ze pisobeni statind u apoE-/- kmene
blokuje alternativni cesty clearence cholesterolu, které jsou v nepfitomnosti apoE proteinu
¢inné. Statiny patrné timto zpiisobem jesté dale zvySuji vysokou hladinu cholesterolu u tohoto
kmene. V disledku toho pak zesilend hypercholesterolemie pravdépodobné maskuje mozny
pozitivni efekt statini na cévni endothel. V kontextu téchto nalezti neni nulovy efekt
atorvastatinu na sluchovou funkci u apoE-/- mysi nijak piekvapujici.

Zavérem lze fici, ze vysledky naSich experimentii ukazuji, ze atorvastatin zpomaluje
zhorSovani sluchu u C57BL/6J mysi, které je doprovazeno postupnym zmenSovanim amplitud
DPOAE v dusledku zhorSovani funkce vnéjSich vlaskovych bunék. Zaroven mizeme uvést,
ze pozitivni uCinek atorvastatinu na cévni sténu byl pravdépodobné nezavisly na jeho

schopnosti snizovat hladinu cholesterolu v krvi.
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6. SOUHRN PRACE

V naSi praci jsme objasnili nekteré zméeny v histochemickych markerech systému
inhibi¢nich GABAergnich neuront ve vyssich etazich sluchové drahy, které by mohly mit
spojitost s centralni komponentou presbyakuze, predevsim se zhorSenym zpracovanim
komplexnich zvukt ve stari. Uvedené nalezy ptinaseji nové doklady pro ptedstavu, ze funkce
inhibi¢niho systému s nartstajicim vékem klesa, a ze zmény, které s timto poklesem souviseji,
jsou castecné nasledkem sniZzené aferentni stimulace z patologicky naruSené periferie
(kochley), ale z casti maji ziejme sviij primarné centralni pivod. Posoudit tuto otdzku v nasi
praci ndm umoznilo zatazeni zastupcti dvou kmend potkana s velmi rozdilnym pribéhem
zachovalosti sluchové funkce s vékem, tj. kment Long Evans a Fischer 344 (Popelaf a spol.,
2003, 2006). Soucasti naSeho pfistupu k problematice presbyakuze byla také prace, v niZ jsme
se pokusili pozitivné ovlivnit zhorSovani sluchové funkce pokusnych zvitat perordlni aplikaci
1€ku, ktery by mohl zlepsit cévni zdsobeni kochley — atorvastatinu.

Zmény v pozitivitée NADPH-diaforazy

Neurony exprimujici NOS/NADPH-diaforazu patii v mozkové kife hlodavci
pfevazné mezi GABAergni inhibi¢ni neurony. U velmi starych potkani Long Evans jsme
zjistili pokles jejich poctu ve sluchové kitfe o 15% (P<0,05), zaroven jsme ovSem nalezli
vyraznou redukci tloustky sluchové kury o cca 45% (P<0,001), takze NADPH-d pozitivni
neurony se nachazely podstatné blize u sebe, nez tomu bylo u mladych zvirat. K podobnym
zméndm doslo 1 ve zrakové kife. Nalez tak vyrazného ztenceni mozkové kiiry se podobal
napt. disledkiim kombinovaného vlivu ischémie a diabetu (Kondo a spol., 2001), je ale tieba
vzit v ivahu i mimotadné stari zvitat v tomto pokuse (vice nez 36 mésict). V pokusech s PV
a GAD jsme u malo mladSich zvitat (27-35 mésicil) jiz vyznamné ztenceni mozkové kury
nenalezli. U starych potkani se také zvysil pocet dendritickych segmentl i bifurkaci
pfipadajicich primérné na jeden pozitivni neuron, zatimco primérna délka jednoho
dendritického segmentu se naopak zkratila. Celkova délka viditelnych dendriti jednoho
neuronu zustala pfiblizné stejnd jako u mladych zvifat. Tento nalez naznacuje piestavbu
neuronalniho stromu ve staii popsanou i jinymi autory (Cha a spol., 1998; Lolova a spol.,
2000), ktera by mohla souviset se zménami mezibunécného prostoru a parametrii prenosu
latek ve stdrnoucim mozku. Poklesy poctu a prestavba NADPH-d pozitivnich neuronii by
mohly byt pfispévkem ¢i priivodnim jevem zmény funkce sluchovém systému ve stafi.

Zmény v imunoreaktivité parvalbuminu (PV)

GABAergni populace parvalbumin exprimujicich inhibi¢nich neuronid hraje, zvlasté

v neokortexu a hipokampu, klicovou tulohu pfi tvorbé tzv. gamma oscilaci (Bartos a spol.,
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2007) a pokles poctu ¢i funkce téchto interneuront byl popsan u napt. schizofrenie a epilepsie
(Woo a Lu, 20006).

VCCI u kmene Long Evans jsme nalezli zvySeni poCtu a optické denzity
parvalbuminovych neuront (u obojiho nartst o cca 20%). Ve sluchové kiie byly zmény
celkove nepftili§ vyrazné. U kmene Fischer 344 byla v centralnim jadie CI pfitomna spise
tendence ke sniZzeni poctu parvalbumin exprimujicich buné¢k a signifikantné se zmensil objem
jejich somat (o cca 20%, P<0,05). Ve sluchové kiife starych potkanii kmene Fischer ale byly
evidentni vyrazné ohniskové Uibytky parvalbumin-pozitivnich bun¢k (celkové o 30%, P<0,05;
objem a optickd denzita zbylych PV-ir neuront se vyznamné neménily). Tyto mistni tbytky
imunoreaktivity parvalbuminu se vyskytovaly obvykle ve vSech korovych vrstvach soucasné
a n€kdy zahrnovaly i rozsihlé ¢asti sluchové kiry v dané hemisféfe. Ve zbylych astech
sluchové kiiry se pocet pozitivnich bun€k pfili§ neménil. V fezech barvenych podle Nissla
pritom zadné nespecifické ubytky celkového poctu neuront nebyly patrné. Pokles exprese
parvalbuminu je mozné u tohoto kmene dat do souvislosti se ztratou sluchu ve staii (Popelat,
2006), ale vzhledem k tomu, ze podobné ubytky v imunoreaktivit¢ parvalbuminu jsme
pozorovali 1 ve zrakové kiife a pokles poctu PV-ir neuront byl u starych potkani kmene
Fischer 344 popsén napf. i v hipokampu (Shetty and Turner, 1998), je tieba zvazit téz
souvislost s celkové patologickym priibéhem starnuti kmene Fischer 344 spojenym s ipadkem
senzorickych 1 kognitivnich funkci. Naopak u starych potkanii Long Evans by relativné
zachovala funkce sluchu mohla mit vliv i na zachovéani funkéni sité parvalbuminovych
interneuronti ve sluchové draze.

Zmény v imunoreaktivité a hladinach glutamatdekarboxvylazy (GAD)

Protoze centralni komponenta presbyakuze je davdna do souvislosti s celkovym
ubytkem funkce inhibi¢niho systému (Walton a spol., 2002; Turner, 2005a,b), sledovali jsme
pomoci GAD, kli¢ového enzymu pro syntézu GABA, zmény GABAergniho systému
v colliculus inferior a sluchové kiife. Dosud publikované prace na toto téma vesmes testovaly
kmeny, které se ve staii vyznacuji velkou ztratou sluchu periferniho pivodu (Caspary a spol.,
2008). Nasledkem c¢ehoz byla dosud preferovana hypotéza, Zze utlum GABAergni inhibice
ve sluchové draze primarné souvisi se ztradtou aferentni stimulace. Proto jsme se rozhodli
testovat tyto zmény predev§im u kmene Long Evans, ktery se vyznacuje jen mirnou ztratou
sluchu ve stafi, a ovefit mezikmenové rozdily na mensim vzorku potkanti Fischer 344.

Nase vysledky prokézaly v colliculus inferior a ve sluchové kiife starych potkanti
vyrazny a uniformni Ubytek GAD65 a GAD67 zahrnujici: snizeni poctu GAD65 a GAD67

imunoreaktivnich neuroni (o 5-15%), sniZeni intenzity jejich imunoreakce (o 15-25%,
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P<0,05), a pokles celkovych hladin obou proteinti (o 40-50%, P<0,01) prokdzany pomoci
western blotu. Zmény byly velmi podobné u obou testovanych kmenti potkanti, u kmene Long
Evans iu vzorku zvitat kmene Fischer 344, ackoliv mira zachovaného slySeni se u starych
jedinct obou kment vyrazné lisi. Jsme tudiz opravnéni vyslovit hypotézu, ze ubytek GAD
v colliculus inferior a sluchové kiife ve stafi primarné nesouvisi s redukei aferentni stimulace
z vnitinitho ucha, ale pfinegjmensim castecné je pfimo rysem starnouciho centralniho
sluchového systému. Skutecnost, Ze zmény v imunoreaktivité parvalbuminu se u testovanych
kment odliSovaly, dale ukazuje, Ze i kdyZ parvalbumin exprimujici neurony tvoii vyznamnou
subpopulaci GABAergnich neuroni, mohou byt zmény obou markerd ve stafi rizné
(Krzywkowski a spol., 1995; Shi a spol., 2006).

Vliv atorvastatinu na progresi posSkozeni sluchu u mys8i C57BL/6J a apoE-/-

Moznost farmakologického ovlivnéni rozvijejici se ztraty sluchu v pribcéhu starnuti
byla Gspésné testovana na kmeni mysi C57BL/6J, standardnim modelu rychle progredujici
senzorineuralni presbyakuze (Parham, 1997), ktery se vyznacuje vyznamnou ztratou vnéjSich
vlaskovych bunék jiz od 3 mésicti veku, pfedevsim v oblasti vysokych frekvenci (Spongr,
1997). Vzhledem k tomu, Ze je tfeba vzit do uvahy vliv zhorSujiciho se cévniho pritoku
kochleou (Gratton a Schulte, 1995; Seidman a spol. 1999), testovali jsme plsobeni statint,
Iékti standardné uzivanych v 1é€bé kardiovaskularnich onemocnéni. Citlivym a casnym
indikatorem zhorSeni funkce a poskozeni vné¢jSich vladskovych bunck jsou zmény v DPOAE
(Davis a spol., 2005), které jsme pouzili pro vyhodnoceni 1é€ebného efektu. U skupiny mysi
na atorvastatinové dieté jsme nalezli vétsi amplitudy DPOAE nez u kontrolnich zvifat, v
pasmu vysokych frekvenci byl pak tento rozdil statisticky vyznamny (pro 23 kHz, P<0.01;
pro 19 a 27 kHz, P<0.05). Snizena exprese markeri zanétlivého endothelu v aorté, vySetfena
imunohistochemicky, potvrdila u téchto zvifat pozitivni vliv atorvastatinu na cévni vystelku.
Soucasné zjisténi nezménénych hladin cholesterolu v krvi ukazalo, ze pozitivni efekt
atorvastatinu neni primarn¢ zprostfedkovany snizenim hladin lipid v krvi (Gonyeau, 2005).
Naopak u kmene apoE-/- mys$i nemé¢lo podavani atorvastatinu zadny pozitivni ¢inek ani na
funkci sluchu ani na cévni sténu, coz je v souladu s piedpoklady, Ze u apoE deficientniho
kmene zvifat podavani statini pfedev§sim dale zvySuje jiz pfitomnou hypercholesterolemii,
ktera pak jiné pozitivni ptisobeni statini maskuje (Choudhury a spol. 2004).

Vysledky naSeho experimentu celkové ukazuji, ze atorvastatin muize zpomalovat
poskozovani funkce vnéjsich vlaskovych bun¢k u mysi C57BL/6J, a tedy, Ze statiny mohou
mit pozitivni u¢inek na uchovani funkce sluchu, pfinejmensim v pfipadé senzorineuralni

formy presbyakuze.
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7. ZAVERY

I. NADPH - diaforaza

Ve stafi se absolutni po¢et NADPH-diaforaza pozitivnich neuronti ve sluchové kiiry snizil
(15%), jejich distribuce se nijak nezménila.

Doslo k prestavbé dendritického vétveni - zkraceni jednotlivych dendritickych segmentu,
naopak pocet segmentl a pocet bifurkaci piipadajicich na jeden neuron se zvysil.

Nalezli jsme vyrazné ztenceni sluchové kliry u starych zvifat; v jeho dusledku se pocet

el 4 <] 2 r O W 4 W r oW
NADPH-d pozitivnich neuroni na mm~ ve sluchové¢ kiife vyznamné zvysil.

II. PARVALBUMIN

U kmene Long Evans pocet parvalbuminovych neuronti narostl v CI, ve sluchové kiife se
neménil. U kmene Fischer 344 se pocet pozitivnich bun€k ve sluchové kife vyrazné
snizil, tento ubytek mél navic ohniskovy charakter.

Opticka denzita parvalbuminu v somatech neuronli vzrostla pouze u kmene Long Evans
v CI, objem somat se naopak ménil jen v CI u kmene Fischer 344 (zmensSeni 0 20%).

V CGM bylo mnozstvi parvalbuminovych buné¢k minimalni a beze zmén u starych zvifat.

Nami prokdzané zmény ve stafi byly specifické v zavislosti na pouzitém kmeni potkana.

III. GLUTAMATDEKARBOXYLAZA

Pocet GAD65 1 GADG67 pozitivnich neuront poklesl ve stafi u obou kment v CI, SK a
méné vyrazné i v ZK.

Opticka denzita GAD 65 a 67 imunoreaktivnich somat ve staii klesla v CI, SK 1 méné
vyznamné v ZK, objem somat a morfologie neuront se neménily.

Hladiny GAD65 a 67 detekované pomoci western blotu vyznamné poklesly ve vSech
sledovanych strukturach, pficemz v CI a SK byl pokles vyraznéjsi (50%) nez v ZK (20%).

Zmény nebyly kmenové specifické, naopak mély velmi podobny charakter u obou kmentii.

IV. ATORVASTATIN - farmakologické ovlivnéni

8-tydenni podavani atorvastatinu zpomalilo zhorSovani funkce sluchu u kmene mysi
C57/BL/6], coz bylo prokazano nalezem vétSich hodnost amplitud DPOAE nez u kontrol.

Tyto nélezy korelovaly s nalezy snizené exprese zanétlivych endothelidlnich markert v

aort¢, hladina cholesterolu v krvi ale nebyla poddvanim atorvastatinu ovlivnéna.

U kmene apoE-/- naopak podéavani atorvastatinu k zddnym pozitivnim efektiim nevedlo.
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