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ABSTRAKT

Sluchova ztrata zptsobend starnutim, nazyvana presbyakuze, se stava jednou
z nejcastéjsich zdravotnich postiZeni starSich osob. Navzdory intenzivnimu vyzkumu
jsou zmény sluchu spojené se starnutim stdle malo prozkoumany a vzhledem
k dlouhodobému starnuti populace je velmi zadouci prohloubit znalosti mechanizmii
presbyakuze. Zaméftili jsme se proto na zjisténi zmén, které nastavaji ve struktuie
a funkci sluchového systému mozku pokusnych zvifat v souvislosti se starnutim.

V prvni studii jsme ovéfovali hypotézu snizené inhibi¢ni funkce mozku
u potkana béhem starnuti tim, Ze jsme hodnotili zmény v obsahu dvou izoforem
enzymu GAD (65 a 67), ktery je klicovou molekulou pro syntézu GABA. Nase
vysledky prokazaly vyuzitim metody western blot celkovy pokles hladin proteint
GADG5 a GADG67 a na zaklad¢ imunohistochemie vyznamné zmény v imunoreaktivité
GADG65 a GAD67 v colliculus inferior a ve sluchové kiife potkana béhem starnuti.
Snizil se pocet GAD65- a 67-imunoreaktivnich tél neuronti a poklesla jejich opticka
denzita. Ziskana data vykazuji podobny charakter zmén, maji podobny pribé&h u obou
izoforem GAD aiuobou sledovanych kmenti potkani — rychlestarnouciho kmene
Fischer 344 (F344) i fyziologicky starnouciho kmene Long Evans (LE).

V dal$im experimentu jsme hodnotili zmény kalbindinu (CB) a kalretininu (CR),
vapnik vazicich proteint, které se v centralni ¢asti sluchového systému vyskytuji
prevazné¢ v GABAergnich neuronech. Jejich uloha byva spojovana s neuroprotektivni
funkci, avSak jejich zmény béhem starnuti nejsou pfili§ zndmy. NaSe vysledky
prokazaly vyrazné snizeni hladiny proteinii CB a CR, stejné tak snizeni poctu i objemu
CB-ir a CR-ir neuronii v pribéhu starnuti v hornich etazich sluchové drahy u potkana
kmene LE a F344. Stejné jako v pfedchozim experimentu i zde naméfena data
vykazuji uniformni charakter t€chto zmén. Za prvé pozorované zmeény byly obdobné
jak v podkorovych, tak korovych oblastech centralni sluchové drahy, ale také ve
zrakové kufe. Za druhé starnutim zplsobené zmény vykazaly u obou sledovanych

kment podobny prib¢eh. Za tieti data ziskana metodou western blot byla v zasadé ve



shod¢ s daty ziskanymi imunohistochemickymi metodami. Navic jsme prokazali,
Ze pokles v hladinach CB byl vyraznéjsi nez u CR.

Zakladem tfetiho experimentu byla skutecnost, ze starnuti sluchového systému se
manifestuje niz$i reaktivitou na zvukové podnéty. Testovali jsme proto oba zmifiované
kmeny potkanti v testu tlekové reakce (ASR) a v testu prepulzni inhibice (PPI), a to ve
tiech riznych vékovych kategoriich. Nase vysledky ukazuji, ze mezi potkany kmene
LE a F344 existuje rozdil ve zménach ulekové reakce na zvukovy stimul v souvislosti
se starnutim. Potkani F344 maji mensi ASR amplitudy nez potkani LE témér ve vsech
ptipadech zvukové stimulace. ASR amplitudy u potkanti F344 ve srovnani s kmenem
LE klesaji béhem starnuti rychleji. Stejn¢ tak prepulzni inhibice se manifestuje u F344
potkant méné nez u LE. Nicméné relativni pokles PPI pfi starnuti je u obou kment
podobny a signifikantniho snizeni PPI se dosahuje pouze u starych zvifat.

Stejnou metodiku jsme pouzili v posledni studii, v niZ bylo nasim cilem zjistit
behavioralni reaktivitu na zvukové podnéty v dospé€losti po hlukové expozici v raném
v&ku. Behavioralni reakce by mohly odrazet zménény charakter reprezentaci ruznych
frekvenci zvuku. Nase data ukdzala, Ze audiogramy potkant s ranou expozici hluku
a potkanti bez expozice se od sebe v dospélosti vyznamné nelisi, amplitudy ASR jsou
vSak u exponovanych zvirat mensi v pfipadé velké intenzity bilého Sumu a téonovych
podnéti o frekvenci > 4 kHz a také ucinnost PPI je u exponovanych zvifat
signifikantn€ vyssi pfi nizkych intenzitach prepulzu (20—30 dB SPL) oproti kontrolnim
zvifatim. Celkové tyto studie naznacuji, jaké zmény se mohou vyskytnout ve
sluchovém systému mozku potkana v souvislosti se starnutim a jaké behavioralni testy

mohou jako indikator téchto zmén slouzit.



ABSTRACT

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

In the first experiment we tested the hypothesis that during aging there is
substantial decline of GABA-mediated inhibition in the central auditory system of the
rat. We evaluated levels of both isoforms of glutamatedecarboxylase (GADG65,
GADG67), a key enzyme in GABA synthesis. Western blot analysis revealed an overall
decrease in levels of both isoforms in the inferior colliculus as well as the auditory
cortex in aged rats. The same pattern was found when we used immunohistochemistry
analysis; there was a decrease in the number of GAD65 and GADG67-ir neuronal
bodies and a decrease in the density of the labeling. The results were similar for both
GAD isoforms and both studied strains — the normally aging Long Evans strain (LE)
and the Fischer 344 (F344) strain known for accelerated aging.

In the next experiment we evaluated age-related changes in two calcium binding
proteins, calbindin (CB) and calretinin (CR), present in the auditory system
predominantly in GABAergic neurons. Their neuroprotective function has been

extensively studied, however, their role during ageing is yet to be fully uncovered. Our
results showed a significant decrease in CB and CR protein levels and a decrease in

the number and volume of CB-ir and CR-ir neurons during aging in the upper parts
of the auditory pathway, both in LE and F344 rats. Like in the study with GAD, the

changes displayed a uniform pattern. First, the decline observed was found in both the

subcortical and cortical levels of the auditory pathway, but also in the visual cortex.

Second, both strains displayed comparable age-related changes. Third, the western blot



protein analysis was in line with the immunohistochemistry cell analysis. In addition,
CB declined more significantly than CR.

The third experiment focused on behavioural observations of well known
age-related decreases in responsiveness to auditory stimuli. We evaluated both the
aforementioned rat strains at three different stages of their life using the acoustic
startle reflex test (ASR) and prepulse inhibition (PPI). Our results confirmed different
age-related changes of the startle responses in LE and F344 strains. F344 rats showed
lower ASR amplitudes compared to LE rats across all types of acoustic stimuli
presented. ASR amplitudes decreased faster at each age in F344 than in LE rats and
PP1 was manifested to a lesser extent in F344 than LE rats. However, relative decline
remained the same for both strains, reaching significancy only in aged animals.

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

methods can serve in the detection of these changes.



1. UVOD

Starnuti je prirozenym fyziologickym déjem. Ve sluchovém systému se starnuti
projevuje zhorSenou sluchovou funkci zpisobenou hlavné ubytkem sluchovych
receptorovych bun¢k ve vnitinim uchu. Sluchova ztrata zplsobend starnutim,
nazyvana presbyakuze, se v souc¢asné dob¢ vyskytuje u 50 % lidi ve v€ku nad 65 let
(Gates & Mills, 2005). Tim se presbyakuze stava jednou z nejéastéjsich pficin
zdravotniho postizeni starSich osob. Navzdory intenzivnimu vyzkumu jsou zmény
sluchu spojené se starnutim stale malo prozkoumany. Kromé zmén na periferii se
specifické zmény souvisejici se stafim projevuji i ve sluchovych nervovych centrech.
Cilem této dizertacni prace bylo na modelu laboratorniho potkana pftispét k lepsimu
poznani dé&ju, které se starnutim v centralnim sluchovém systému souviseji.

Centralni ¢ast sluchového systému ma ve vysSich etazich tii hlavni integracni
a prepojovaci struktury. V mozkovém kmeni je to colliculus inferior (Cl). V jeho
centralnim jadie se prepojuje vzestupna sluchova drdha, nesouci tonotopicky
uspotadanou informaci. Do externi kiiry a dorzalni kiry se sbihaji vzestupna, ale
i sestupna vlakna nespecifického charakteru. CI se vyznaCuje pomérné bohatym
zastoupenim inhibiénich neuront. Naopak v thalamickém jadife corpus geniculatum
mediale (CGM) je vlastnich inhibi¢nich neuroni minimum. Zde se vlakna
s tonotopickym uspofadanim nachazeji ve ventralni casti, zatimco dorzalni
a predev§im medialni ¢ast dostava rozmanitéjsi, polymodalni informaci. Konecnou
oblasti sluchové drahy je sluchova kira (SK), oblast kde se zpracovavaji piedevsim
komplexni zvuky. Zde je inhibi¢nich neuronti kolem 20-25 % (Syka et al., 1981;
Prieto et al., 1994).

Kdédovani zvukového stimulu stavi centralni ¢ast sluchového systému v narocich

na pfenos nervového vzruchu do specifické pozice. Na mnoha synapsich dochazi
k mimofadné rychlému ptenosu vzruchu i k rychlému navozeni refrakterni faze.

Hlavni excitani neurotransmise je zprostifedkovana glutamatem, u né&jz nejdilezitéjsi

roli pii rychlém pienosu vzruchu hraji AMPA receptory. Inhibici ve vyse polozenych



oblastech sluchového systému zajistuje kys. gamaaminomaselna (GABA), v niZ$ich se
uplatiiuje i glycin. GABA je syntetizovina dekarboxylaci glutamatu enzymem
glutamatdekarboxylazou (GAD). V savéim mozku se vyskytuji dvé izoformy
0 molekulové hmotnosti 65 kDa (GAD65) a 67 kDa (GAD67), kazda je kédovana
svym vlastnim genem. VétSina GABAergnich neuronti exprimuje obé izoformy,
pficemz GAD65 byva castéji v axonovém zakonCeni, v némz je pak GABA
umistovana do vezikuli, zatimco GAD67 se nachazi v prib&hu celého neuronu vcetné
somatu a ucastni se nevezikularniho vylevu GABA.

S GABAergni neurotransmisi tzce souvisi vapnik vazici proteiny kalbindin
(CB), parvalbumin (PV) a Kkalretinin (CR), které se vyskytuji zpravidla
v GABAergnich neuronech. Pfedstavuji hlavni naraznikovy systém pro udrzovani
nizké hladiny cytosolického vapniku, a proto maji neuroprotektivni funkci. CR hraje
navic dilezitou roli v plastickych dé&jich. Je zasadni, ze téméf nikdy se tyto proteiny
nevyskytnou zaroven v jednom neuronu, viddme je tedy jako tfi rizné neuronalni
populace. Z toho divodu se pouzivaji jako markery bunéénych populaci.

K testovani schopnosti zvifete vnimat zvukové podnéty pouzivame s vyhodou
nepodminéné behavioralni testy, nebot’ nezahrnuji uceni. Jednim z nich je test ulekové
reakce. Ulekova reakce na zvukovy stimul je prechodnia motorickd reakce na
neocekavany intenzivni senzoricky podnét. Prepulzni inhibice ulekové reakce je
zplsobena akustickym stimulem, ktery je vlozeny pifed samotny ulekovy signal
a samotnou odpovéd na tlekovy signal zeslabuje.

Ve vyvoji sluchového systému, stejné jako U jinych senzorickych systému, se
vyskytuje kritickd perioda vyznacujici se zvySenou citlivosti na p¥ichazejici podnéty.
U potkana zacina 10. postnatalni den, kdy se otevird zvukovod a mladd’ata zaCinaji
reagovat na zvuk. Jeji délka je predmétem diskuzi, nicméné vyvoj potkaniho sluchu je
do zna¢né miry ovlivnitelny i ve stafi péti tydnd (Rybalko & Syka, 2001).

Béhem starnuti dochazi ve sluchovém systému k naruseni jeho funkce

(presbyakuze). RozliSujeme u ni periferni a centralni komponentu. Centralni
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komponenta byva spojovana se zhorSovanim schopnosti zpracovat komplexni zvukové
podnéty, jakym je napiiklad lidska fe€. V laboratornich podminkach se k vyzkumu
starnuti sluchu cCasto pouzivd potkanti kmene Fischer 344, ktefi se vyznacuji
zrychlenym  starnutim  zplisobenym mnoha patologickymi stavy, vcetné
poskozeni periferni Gasti (degenerativni zmény ve stria vascularis a ligamentum
spirale) a centralni ¢asti sluchového systému (Syka, 2010). K posouzeni zmén béhem
starnuti je vyhodné porovnavat rychlestarnouci kmen F344 s fyziologicky starnoucim
kmenem Long Evans, ktery ma zachovan sluch az do pozdniho véku. V soucasné
literatufe panuje shoda, Ze centralni komponenta presbyakuze souvisi s celkovym
ubytkem funkce inhibi¢niho systému (Turner et al., 2005). AvSak dosud publikované
prace na toto téma vesmes testovaly pouze kmeny, které se ve stari vyznacuji velkou
ztratou sluchu periferniho pivodu (Caspary et al., 2008). Nasledkem ¢ehoz byla dosud
preferovana hypotéza, ze uGtlum GABAergni inhibice ve sluchové draze primarné
souvisi se ztratou aferentni stimulace.

Starnuti se v CI projevuje snizenym vylevem GABA pifi nezménéné hodnoté
u glutamatu (Caspary et al., 1990). Neuronti obecné vyraznéji neubyva, zmensuje se
vsak jejich vétveni (Helfert et al., 1999). P¥ekvapivé mirné€ vzrusta pocet parvalbumin-
imunoreaktivnich neuronti, které piredstavuji subpopulaci GABAergnich neurond
(Ouda et al., 2008). V CGM rovnéz nedochazi k signifikantnimu ubytku neurond.
Stoupa zastoupeni NMDA receptord. Starnouci sluchova kira se vyznacuje snizujici
se denzitou dendritického vétveni a synaptickou konektivitou. Vyznamny je pokles
inhibice, projevujici se sniZzenim optické denzity GAD67-ir neurond a poctu PV-ir
neuront (Ling et al., 2005). Je zajimavé, ze zatimco u starych potkani kmene Fischer
344 klesa pocetni denzita PV-ir neurond v Tel a Te3, u kmene Long Evans k poklesu
nedochazi (Ouda et al., 2008).
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2. HYPOTEZY A CILE PRACE

I. Cilem nasi prace bylo zjistit zmény spojené se starnutim v colliculus inferior
(ClI), sluchové (SK) a zrakové kite (ZK) u fyziologicky starnouciho kmene potkant
Long Evans a rychlestdrnouciho kmene Fischer 344 stanovenim obsahu obou izoforem
GAD metodou western blot a zhodnocenim poctu a optické denzity GAD-ir neuront.
Predpokladali jsme, Ze:
e Ve stafi se celkové hladiny glutamatdekarboxylazy (GAD65 a GAD67) v Cl,
SK snizi vice nez v jiném senzorickém systému — ZK.
e pocet neurond exprimujicich glutamatdekarboxylazu (GAD65 a GADG67) se
v Cl a SK snizi, ve ZK dojde k men$imu poklesu.
e Ve stafi se rovnéz zméni velikost a morfologie GAD-ir neurond v uvedenych
sluchovych strukturach.
e zmény spojené se starnutim budou vyraznéjsi u rychleji starnouciho kmene

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

Il.  Kalbindin (CB) a kalretinin (CR) jsou proteiny vazici vapnik, které se
Vv centralni ¢asti sluchového systému vyskytuji prevazné v GABAergnich neuronech.
Bywvaji spojovany s neuroprotektivni funkei, avsak jejich zmény béhem starnuti nejsou
prili§ znamy.

Cilem na$i prace bylo zjistit zmény spojené se starnutim v Cl, corpus
geniculatum mediale (CGM), SK a ZK u potkanti kmene Long Evans a kmene
Fischer 344 stanovenim obsahu CB a CR metodou western blot a zhodnocenim poc¢tu
a optické denzity CB-ir a CR-ir neuront.

Predpokladali jsme, Zze:

e behem starnuti se snizi hladina CB a CR v potkanim CI a SK, méné pak

v ZK.

e pocet CB-ir a CR-ir neuronti se v Cl, CGM a SK snizi.
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e Ve stafi se rovnéz zméni velikost a morfologie CB-ir a CR-ir neurond
v uvedenych sluchovych strukturach.
e zmény spojené se stdrnutim budou vyraznéjsi u rychleji starnouciho kmene

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

I11.  Starnuti sluchového systému je doprovazeno postupnou ztratou sluchu
(presbyakuzi), ktera se manifestuje nizsi reaktivitou na zvukové podnéty. Kromé
periferni komponenty presbyakuze existuje i méné prozkoumand komponenta
centralni.

Nasim cilem bylo zhodnotit v prib¢hu starnuti u potkanti kmene Long Evans
a kmene Fischer 344 sluchové prahy na zakladé odpovédi mozkového kmene vyvolané
akustickym podnétem (ABR) astav sluchového systému u bdélého zvifete pomoci
ulekové reakce na neoCekavany podnét (ASR) a jeji prepulzni inhibice (PPI). Pouzili
jsme tfi vékové skupiny zvifat (mladi dospéli, stfedniho véku, staii) a v behavioralnich
testech jsme pouzili jak tonové podnéty o riznych frekvencich, tak bily Sum.

Predpokladali jsme, Ze:

e bchem starnuti se zvysi sluchové prahy v ABR, pficemz u kmene Fischer 344

bude zvyseni vyrazn&jsi a nastane jiz v ran&j$im véku.

e Dbéhem starnuti se snizi amplituda ASR; u kmene Fischer 344 bude pokles

vyraznéjsi.

e reaktivita na vyssi frekvence zvukovych podnéti bude nizsi.

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

IV. Naruseni normalni sluchové funkce béhem kritické periody ma vyrazny
dopad na jeji stav v dospélosti. OhluSeni potkanti v P14 kratkou (8 minut) expozici
hluku (125 dB SPL) sice nezptisobi trvalou ztratu sluchu, ale vyvola zmény, které lze

Vv dospélosti pozorovat jako vyrazné elektrofyziologické a bunééné abnormality
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Vv centralni ¢asti sluchového systému (Grécova et al., 2009). Jaké jsou jejich
behavioralni korelaty nebylo dosud znamo.

Proto nasim cilem bylo u dospélych potkanti kmene Long Evans, kteti byli v P14
podrobeni uvedené hlukové expozici, zhodnotit jak prahy ABR, tak behaviordlni
reaktivitu na zvukové podnéty testem ulekové reakce a jeji prepulzni inhibice
aporovnat je s vysledky stejné starych zvifat, ktera hlukové expozici vystavena
nebyla.

Predpokladali jsme, Ze:

e uexponovanych zvifat nedojde k posunu prahii v ABR.

e exponovana zvifata vykazi mensi amplitudu ASR a nizsi ucinnost PPIL.

3. MATERIAL A METODY

3.1. Pokusna zvirata

Vsechny experimenty byly provedeny v souladu s principy péce o laboratorni
zvifata av souladu s predpisy etické komise Ustavu experimentilni mediciny
Akademie véd CR a Helsinskou deklaraci.

Celkovy pocet zvitat zafazenych do experimentii uvedenych v této praci byl 85
potkant kmene Long Evans a to ve véku 3-6 mésicu (n=47), 12—-14 mésicu (n=5)
a24-35 mésict (n=33). Dale jsme pouzili 53 potkani kmene Fischer 344: veku
3-5 mésici (n=26), 12-14 mésici (n=6) a 18-26 mésici (n=21). Hmotnost
¢trnactidennich mladat se pohybovala mezi 29-32 g, dospélych potkanli v rozmezi
250-350 g, potkant ve véku 12—14 meésict 300-500 g a hmotnost starych 400—600 g.
Zvitata byla od 2 mésict veéku chovana v aredlovém zvéefinci za standardnich

podminek: 12/12 hodin cyklus svétlo/tma; piistup k potravé a tekutinam ad libitum.

14



3.2. Western blot

Pro metodu western blot byla zvifata v anestézii (ketamin+xylazin) dekapitovana,
mozky rychle vyjmuty a ponoieny do ledového fyziologického roztoku. Z obou
hemisfér byla urychlené odebrana tkan. Vzorky zahrnovaly vzdy cely CI (centralni
jadro a externi i dorzalni kiiru), sluchové oblasti ktiry Tel+Te3 a zrakova pole V1+V2
(Zilles, 1985; Paxinos a Watson, 1998). Celkové koncentrace proteinti byly stanoveny
metodou podle Bradfordové (Bradford, 1976). Elektroforetické dé&leni proteint
jednotlivych vzorkd bylo provadéno SDS-PAGE podle Ogity a Markerta (Ogita &
Markert, 1979). Dal§im krokem byl elektropienos proteinti, neboli western blotting,
podle Towbina (Towbin et al., 1979). Po imunodetekci (GADG65 a 67, CB, CR a aktin)
na nitrocelulézovych membranach nasledovala metoda zesilené chemiluminiscence
(ECL). Vyvolané filmy byly naskenovany a pro kvantitativni zhodnoceni relativniho
mnozstvi proteinu a aktinu v jednotlivych vzorcich, jsme pouzili program

ImageQuant.

3.3. Imunohistochemie

Pro imunohistochemii byli potkani v hluboké anestézii (ketamin+xylazin)
transkardialné perfundovani. Ze zajmovych oblasti (Cl, CGM, SK a ZK) byly na
zmrazovacim mikrotomu nakrajeny frontalni fezy, které byly nasledné inkubovany
s protilatkami (GAD, CB, CR). K hodnoceni imunoreaktivity jsme pouzili svételny
mikroskop a program Neurolucida.

3.4. Méieni sluchovych prahi

Snimani kmenovych evokovanych potenciali bylo provedeno u zvifat v anestézii
(ketamin+xylazin ¢i medetomidin hydrochlorid). Po dobu méfeni byla zvifata
polozena na vyhtivané podlozce udrzujici télesnou teplotu 38 °C. Méfeni probihalo ve

zvukové stinéné bezdozvukové komote. Pro stanoveni sluchovych prahti jsme jako
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stimuly pouzili Sirokopasmové impulsy (kliky) a &isté tony s frekvenci v rozmezi
2-40 kHz.

3.5. Méfeni ulekové reakce na intenzivni zvukovy podnét a prepulzni inhibice

Behavioralni testovani probihalo ve zvukove izolované komoie. Velikost tlekové
reakce byla vyhodnocena v ¢asovém rozmezi 100 ms od spusténi tlekového stimulu.
Jako tlekové stimuly jsme pouzili kratké tony 2, 4, 8 a 16 kHz nebo kratké impulzy
bilého Sumu o rtizné intenzité: 60—120 dB. Kazdy stimul byl prezentovan v ndhodném
poradi 10x.

Pro méteni prepulzni inhibice ulekové reakce jsme pouzili 3 riizné typy stimuli:
samotny tlekovy stimul (bily Sum o intenzit¢ 110 nebo 115 dB SPL), kombinaci
ulekového stimulu a prepulzniho ténu o frekvenci 2, 4, 8 a 16 kHz a intenzité

10—80 dB SPL. Kazdy typ stimulu byl prezentovan v ndhodném potadi 10x%.

3.6. Hlukova expozice

Mlad’ata potkant (n=7) byla vystavena 14. postnatalni den hlukové expozici
bilého Sumu o intenzité 125 dB SPL po dobu 8 minut ve specialnim bezdozvukovém
boxu. Kontrolni skupina mlad’at (n=7) hlukové expozici vystavena nebyla.

Ve 40. postnatalnim dni byly potkantim obou skupin stanoveny prahy ABR.

3.7. Statisticka analyza

Rozdily mezi skupinami mladych a starych potkanti pro western blot
i imunohistochemii jsme analyzovali Mann-Whitneyho testem. Jednotlivé struktury
mezi sebou jsme u dat z western blotu hodnotili pomoci jednoduché ANOVY
a Bonferroniho post-hoc testu.

Ke statistickému vyhodnocovani behavioralnich dat u starnuti byly pouzity tyto

parametry: prahy ABR, ASR prahy, ASR amplitudy a amplituda ASR ovlivnéna
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prepulznim tébnem. Analyzovany byly dvéma zpisoby: mezikmenovym porovnanim
potkani stejného v€ku a na zakladé vékové zavislosti Vramci daného kmene.
Pouzivali jsme dvojcestnou ANOVU s opakovanim nasledovanou Bonferroniho
post-hoc testem. Statistické vyhodnoceni ASR amplitud bylo provedeno v intenzité
stimulu 120 dB SPL. K testovani zavislosti amplitudy ASR na prazich slySeni jsme
pouzili linearni regresi nasledovanou F-testem.

Pro ovéfeni statistické vyznamnosti rozdili mezi primérnymi hodnotami ASR na
rizné typy stimuli mezi skupinami exponovanych a kontrolnich potkant jsme pouzili
dvojcestné ANOVY s naslednym Student-Newman-Keuls post-hoc testem. Stejné tak
jsme testovali rozdily mezi primérnymi hodnotami ASR u jednotlivych stimuli
a ucinnost prepulzni inhibice ASR v experimentalnich skupinach. Rozdily ve sklonech

funkce PPI jsme analyzovali pomoci t-testu nebo linearni regrese.

4. VYSLEDKY

4.1. Zmény v imunoreaktivité a hladinach glutamatdekarboxylazy (GAD)

V nasi praci jsme sledovali pomoci GAD, kli¢ového enzymu pro syntézu GABA,
zmény GABAergniho systému v colliculus inferior a sluchové kife. Rozhodli jsme se
testovat tyto zmény u kmene Long Evans, ktery se vyznacuje jen mirnou ztratou
sluchu ve stafi, a ovéfit mezikmenové rozdily na rychle starnoucim kmenu potkanti
Fischer 344.

Nase vysledky prokazaly v colliculus inferior a sluchové kufe vyrazny
a uniformni ubytek GAD65 a GAD67.

V Cl jsme metodou western blotu u starych potkant LE zjistili pokles obou
proteint, GAD65 i GAD67, o 50 % a 48 % (P<0,01 a P<0,001). Podobné u kmene
F344 poklesl GAD65 o0 46 % a GAD67 0 47 % (P<0,001). Imunohistochemicky byly
ukmene LE statisticky vyznamné zmény ve spojeni se starnutim zjistény jak

Vv centralnim jadfe tak externi kiite. V CCI se vyrazné snizila optickd denzita GAD65
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a67-ir somat o 27 % (P=0,015) a 25 % (P=0,015). Zaroveti se snizil i pocet
ptitomnych GAD65 a 67-ir bunék, 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 podet bunék se neménil. U kmene F344 jsme hodnotili pouze data z GAD67:
Opticka denzita GAD67-ir somat poklesla v CCI o 21 % (P=0,03), v ECI 0 13 %.
Pocet GAD67-ir bunék se snizil v tychz strukturach v uvedeném potadi o 6 % a 10 %.

Ve sluchové kite z vysledkl ziskanych z western blot analyzy vyplynul zna¢ny
pokles hladin obou izoforem GAD u starych potkani kmene LE ve srovnani
s mladymi jedinci. Hladiny poklesly o 43 % u GADG65 a 0 48 % u GAD67 (P<0,01
a P<0,001). U kmene F344 se snizilo mnozstvi GAD65 0 34 % a GADG7 0 45 %
(P<0,001). Vysledky imunohistochemické analyzy ukazaly u kmene LE pokles
v optické denzit¢ neuronil u starych potkand srovnatelny s poklesem v CI. Opticka
denzita GADG65-ir somat klesla o 20 % (P=0,015) a GADG67-ir somat 0 22 %
(P=0,015). Pocet GADG65-ir bunék se u starych potkanii ve srovnani s mladymi snizil
jen nevyznamné (o 8 %), zatimco u GADG67-ir neurond byl o néco vyraznéjsi (13 %,
P=0,03). U potkanti F344 opticka denzita GAD67-ir somat poklesla o 14 % a pocet
GADG7-ir bun¢k se snizil 0 10 %.

Ve zrakové kife byly zmény mirnéjsi. U kmene LE hladina proteinu GAD65
poklesla o0 23 % (P<0,05) a GAD67 0 21 % (P<0,05), u kmene F344 u GAD65 0 19 %
a GAD67 0 24 % (P<0,01). Imunohistochemicka data ukazala, Ze u starych potkant
LE doslo ke snizeni optické denzity bunék, které bylo ponékud méné vyrazné nez ve
sluchové kure, konkrétné o 12 % pro GADG65-ir (nesignifikantni) a o 18 % pro
GADG67-ir neurony (P=0,03). Naproti tomu pocet bunék GADG65 a 67-ir se s veékem
téméf nesnizil (cca o 5 %, nesignifikantni). U kmene F344 opticka denzita GAD67-ir

somat poklesla ve zrakové kiife 0 15 % a pocet GAD67-ir bunék se snizil 0 6 %.
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4.2. Zmény v hladinach a imunoreaktivité u kalbindinu a kalretininu

Kalbindin (CB) i kalretinin (CR) jsou exprimovany piedev§im v GABAergnich
bunkach. Ttebaze existuji mnohé studie na mysich, doposud chybéla charakteristika
zmén CB a CR ve vysSich etdZich sluchového systému u potkana. | zde jsme
porovnavali kmen Long Evans s kmenem Fischer 344, abychom osvétlili, do jaké miry
jsou piipadné zmény dany aferentnim poskozenim. Nase vysledky ukazaly, Ze u obou
kment doslo k podobnym zménam.

Hladina kalbindinu se snizila zhruba o polovinu ve vSech strukturach
vyhodnocovanych metodou western blot (Cl, SK, ZK), u obou kmenii obdobné (ve
P<0,001). CB-ir bun¢k ubylo v DCI (21 % u LE, P<0,01; 18 % u F344, P<0,05), ECI
(16 %; resp. 13 %; ob¢ P<0,05), CGMV (18 %; resp. 23 %; ob¢ P<0,01), stejné tak
jako v primarni sluchové kuie Tel (14 %; resp. 16 %; P<0,05). U kmene F344 jsme
navic nalezli rozdil mezi mladymi a starymi zvitaty v CGMD (0 21 %; P<0,01).

Primérné velikosti CB-ir neuronalnich somat se signifikantné snizily pouze
v dorzalni kute Cl (o 18 % u Long Evans a 16 % u F344 potkand, obé P<0,05)
a ventralni ¢asti CGM (ob& P<0,05). U kmene F344 jsme navic opét nalezli rozdil
v CGMD (P<0,05).

Ubytek v hlading CR byl niz$i nez u CB a u viech sledovanych struktur se
pohyboval kolem 20 %. Urovné statistické vyznamnosti viak dosahl pouze u CI, a to
u obou kmenu (P<0,05). Bunééné zmény CR-ir byly vyznamné pouze v ramci CI:
v po¢tu CR-ir neurond v DCI (pokles 0 16 % u LE a 20 % u F344; obé P<0,05),
v objemu CR-ir neurondlnich somat jak v DCI (pokles 0 19 % u LE, P<0,05; 25 %
u F344, P<0,01), tak v ECI (15 %, P<0,05; 18 %, P<0,05).

4.3. Zmény v ulekové reakci na zvukovy stimul (ASR) a prepulzni inhibici (PPI)
béhem starnuti potkant dvou kmenu
Nase data ukéazala, ze potkani kmene F344, ktefi slouzi jako model rychlého

starnuti, vykazuji jiny prub¢h zmén v ASR béhem starnuti nez potkani kmene LE,
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kteti predstavuji model fyziologického starnuti. Odhad citlivosti sluchu, zalozeny na
zdznamu ABR, ukazal, Zze mladd dospéla zvifata obou kment se od sebe lisila pouze
ve vysokych frekvencich (32 kHz; P<0,01), zatimco ve stfednim v&ku potkani F344
slySeli hiife v celém pribéhu slySitelnych frekvenci. Ve stafi se pak opét prahy
srovnaly, s vyjimkou vysokych frekvenci (32 kHz). Porovnani hodnot tlekové reakce
pti intenzité zvukového stimulu (120 dB SPL) prokazalo, Ze u potkand F344 byly
amplitudy odpovédi ASR celkové niz8$i. Niz§i amplitudy se rovnéz obecné
vyskytovaly u vyssich frekvenci ulekovych podnétd. Zatimco u potkanti kmene LE
nebyly nalezeny rozdily mezi mladymi dospélymi a potkany stfedniho véku, u kmene
F344 byl statisticky vyznamny rozdil mezi témito vékovymi skupinami U vSech
tonovych podnét. Co se tyka PPI, oba kmeny vykazuji podobny trend zmén b&hem
starnuti navzdory rozdilu v t&innosti PPI mezi kmeny. Uéinnost bdhem starnuti klesa
u obou kmenti, avsak u mladych dospélych potkant LE je vyssi nez u F344 (pro tony
4 kHz a 8 kHz, P<0,001; pro 16 kHz, P<0,05) a mirné zvysena je i u LE potkani ve
sttednim v€ku Vporovnani s F344 (pro 4 kHz, P<0,05). Vysledky naznacuji,
ze vyhodnocovani ASR a jeji potlaceni zvukovym prepulznim podnétem mize slouzit
jako objektivni méfitko starnutim zptisobenych zmén v chovani ovladanym

zvukovymi podnéty.

4.4. Zmény v ulekové reakci na zvukovy stimul a prepulzni inhibici méfené

Vv dospélosti po expozici hluku béhem raného vyvoje

U potkanti kmene Long Evans expozice hlukovému stimulu (8 min, 125 dB SPL)
Vv kritické periodé¢ (P 14) neovlivnila v dospélosti kiivku prahit ABR v porovnani
s neexponovanymi zviraty. Jak jsme dale v testu ASR prokazali, prahové hodnoty
amplitud ASR byly pro obé skupiny srovnatelné v ramci vSech testovanych frekvenci
(2, 4, 8 a 16 kHz). Nadprahové velikosti amplitud ASR byly rovnéz srovnatelné mezi
experimentalnimi skupinami, ovSem amplitudy ASR vyvolané maximalnimi

intenzitami (110-120 dB SPL) byly v pfipadé exponovanych zvifat statisticky
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vyznamné mensi (s vyjimkou 2 kHz). V obou experimentalnich skupinach byla
zietelna tendence poklesu amplitudy ASR se stoupajici frekvenci zvukového stimulu.
U kontrolni skupiny zvifat byl tento pokles statisticky vyznamny na frekvenci 16 kHz,
u skupiny exponovanych zvifat byl pfitomen jiz na frekvenci 8 kHz (P<0,05).
Domnivame se, ze mensi maximalni amplitudy ASR u exponovanych zvifat jsou
ukazatelem nezralosti centralniho sluchového systému. Podobné i redukované
amplitudy ASR na frekvenci 8 kHz pfipisujeme naruSenému vyvoji centralniho
sluchového systému.

Utinnost prepulzni inhibice byla testovanid pomoci prepulznich stimult
o frekvenci 2, 4, 8 a 16 kHz. Zatimco pramé&rna amplituda ASR u kontrolnich zvifat
pozvolna klesala v zavislosti na intenzité zvukového stimulu (funkce PPI), tvar kiivky
PPI u exponovanych zvifat byl odlisny: prudky pokles amplitudy ASR (tj. zvySena
ucinnost prepulzniho stimulu) na nizkych prepulznich intenzitach (20-30 dB SPL) byl
vysttidan fazi velmi pomalého poklesu amplitudy ASR (od 20-30 dB SPL do
60-70 dB SPL), kdy vzestup intenzity prepulzniho stimulu vyvolal jen velmi malé
zmény amplitud ASR. Zvysena citlivost na nizké intenzity prepulzniho stimulu, kterou
vystiidala zhorSena schopnost rozliSovani intenzit zvuku v rozsahu stfednich intenzit,
naznacovala u exponovanych zvifat porusené vnimani hlasitosti, které mizeme dat do
souvislosti se zménami reprezentace intenzity detekované na trovni neuront CCI

exponovanych zvitat v jiné studii provedené v nasi laboratoti (Grécova et al., 2009).

5. DISKUZE

V souhrnu lze naSe data prezentovana v této dizertaéni praci chapat jako
ptispévek Kk poznani zmén, které nastavaji Vv centralni &asti sluchového systému
potkana Vv prib&hu starnuti. V soucasnosti se na zmény v CNS ve stafi pohlizi nejen
z hlediska kvantitativniho ubytku neuronti, ale i jednotlivych neurotransmiterovych
systémii (Caspary et al., 2008). Pribéh zmén je o to sloZit&jsi, ze dochazi i k riznym

kompenza¢nim mechanizmim (Gray et al., 2014). Sluchovy systém, ktery vyuziva
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precizniho casoprostorového kodovani pfi pfenosu a zpracovani nervovych impulzt, je
zavisly pfedevsim na spravné funkci a soucinnosti excitacnich a inhibi¢nich procest.
Stale ptibyva dikazt, ze ve stafi dochdzi ke zménam piedevsim v inhibicnich dé&jich
(Caspary et al., 2008). Nase data tento piedpoklad potvrzuji: Metodou western blot
jsme prokazali vyrazné sniZzenou expresi obou izoforem GAD, enzymu katalyzujiciho
syntézu GABA, a to v colliculus inferior i ve sluchové kiife. Naproti tomu ubytek ve
zrakové kafe byl mensi. K podobnému vysledku jsme dospéli pfi vyhodnocovani
morfologickych a kvantitativnich zmén GAD-ir neuronti. O tbytku GABA inhibice
svédci 1 vysledky ze studie zaméfené na zmény v hladinach CB pii starnuti. Jak jiz
bylo uvedeno, CB-ir neurony nemusi byt vzdy nutné GABAergni, ale z vétsi Casti
mezi né patii, a tak zmény v CB mizeme davat do souvislosti se zménou v GABA.
Opét jsme metodou western blot prokazali, ze dochazi k vyraznému ubytku CB v Cl,
SK, ale i ZK a pomoci imunohistochemie jsme zjistili pokles v po¢tu CB-ir neuront
a jejich optické denzity ve sledovanych strukturach, které navic zahrnovaly i CGM.
Zmény tykajici se CR mély obdobny charakter, nebyly vSak tak vyrazné. V souvislosti
se snizenou funkei inhibice tedy dochazi i ke snizovani hladiny CB a CR, coz mlze
vést k neurotoxickému plisobeni zvySené hladiny intracelularniho vapniku.
Je zajimavé, ze ve vySe uvedenych piipadech jsme nenalezli vyznamnéj$i rozdil
ustarych zvifat mezi rychlestarnoucim kmenem Fischer 344 a fyziologicky
starnoucimi potkany kmene Long Evans. Nenaplnil se tedy pfedpoklad, ze F344
zvifata budou mit zmény béhem starnuti vyrazngjsi, jak ukazala pfedchozi studie
hodnotici obsah parvalbuminu (Ouda et al., 2008). Nicméné nase vysledky jsou do
jisté miry ve shodé¢ s dal$im zde prezentovanym experimentem, ktery hodnotil starnuti
obou kmenl behaviordlné — pomoci testu tlekové reakce a jeji inhibice pomoci
prepulzu. Pokud vezmeme v tvahu vé&kovou skupinu, kterou jsme hodnotili
v predchozich experimentech, tzn. zvifata cca 24-30 mésict stara, tak ani v pfipade¢
ASR a PPI nenalézame vyraznéjsi rozdily mezi kmeny. Pouze v amplitudé ASR na

tonovy stimul o frekvenci 4 kHz. Mezi obéma kmeny totiz pozorujeme nejveétsi rozdily
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ve stiednim véku (12—14 mésicti), kdy u kmene Fischer 344 dochazi jiz k vyraznym
degenerativnim zménam souvisejicim se zrychlenym prub&hem starnuti (Syka, 2010),
zatimco zvifata kmene LE v tomto veéku nevykazuji vyznamnéjsi znamky starnuti.
Je vsak tfeba zdiraznit, Ze u starych zvirat obou kmenit dochazi k posunu prahovych
ktivek ABR, ktery je u kmene F344 vyrazn¢jsi. Neboli stard zvifata F344 oproti LE
hife slysi. Opaény piipad jsme zaregistrovali v experimentu, kde jsme sledovali vliv
rané expozice hlukovému stimulu na behavioralni vykonost v testu ASR a PPI. Pri
shodnych kiivkich ABR u exponované i neexponované skupiny se objevilo
Vv behavioralnich testech né&kolik vyznamnych rozdili. Amplitudy ASR byly
u exponovanych zvitat mensi pfi vysokych hlasitostech bilého Sumu a toénovych
stimult o frekvenci > 4 kHz a ucinnost PPI byla u exponovanych zvitat signifikantné
vyS8i pfi nizkych intenzitich prepulzu (20-30 dB SPL) oproti kontrolnim zvitatim.
Stejné jako v pfedchozich experimentech i zde ptedpokladdme, Ze za pozorovanymi
rozdily stoji zmény v centralni ¢asti sluchového systému, v tomto piipadé piedevsim
naru$ena funkce colliculus inferior (Bures et al., 2010; Grécova et al., 2009).

Vysledky ukazuji mozné cile pfi prevenci, zmirnéni ¢i zvraceni zmén
souvisejicich s centralni komponentou presbyakuze. Hlavni tlohu zjevné hraje snizena
hladina GABA. Z jakych pticin v8ak dochazi k poklesu jejiho obsahu a zda Ize tento
pokles zpomalit ¢i zablokovat, zistava stile nedofeSeno. Dal§im potencialnim
terapeutickym cilem se ukazal byt kalbindin jako vapnik vazici protein, kterého béhem
starnuti vyrazné ubyva. NaSe vysledky vze$lé z porovnani dvou kmend potkant
rovnéz ukazaly, Ze lze pozorovat centralni zmeény ve sluchovém systému, aniz by bylo
zaznamenéno poSkozeni periferni komponenty, coz je dulezité zjisténi vzhledem

k poznavani mechanizmu lidské presbyakuze.
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6. ZAVERY

I. GAD65 a GAD67

hladina obou proteini se s v€kem vyrazné sniZzuje ve vSech studovanych
strukturach: CI, SK, ZK

dochazi k signifikantnimu ubytku GAD67-ir neuroni v CCI a jejich optické
denzity v CCl a SK

dochézi k signifikantnimu ubytku GADG65-ir neuronti v SK a jejich optické
denzity v CCl, ECI, SK, ZK

v CI je hladina obou izoforem zhruba tfikrat vy$si nez v SK, bez ohledu na stafi
u rychlestarnouciho kmene Fischer 344 jsou vysledky podobné jako u vyse

uvedenych vysledkd kmene Long Evans.

1. Kalbindin a kalretinin

hladina CB se se starnutim snizuje v SK, Cl, ZK

pocet CB-ir neuronti se snizuje predev§im v DCI, CGMV a Tel
primérny objem somat CB-ir neurond klesa v DCl a CGMV
hladina CR se v prubéhu starnuti vyznamné méni pouze v Cl
pocet CR-ir neuront klesa v DCI, objem jejich somat v ECI a DCI

obecné nejsou vyrazngj$i rozdily mezi kmenem Long Evans a Fischer 344.

III. Vliv starnuti na ASR a PPI

24

podle méfeni ABR dochazi béhem starnuti u potkanti kmene Fischer 344
potkani F344 maji men$i ASR amplitudy neZ potkani LE téméf ve vsech
ptipadech zvukové stimulace

ASR amplitudy u potkani F344 ve srovnani s kmenem LE klesaji béhem

starnuti rychleji



e prepulzni inhibice se manifestuje u F344 potkani méné nez u LE

e relativni pokles PPI pfi starnuti je u obou kment podobny a signifikantniho
snizeni PPI se dosahuje pouze u starych zvifat

e mezi prahy slySeni hodnocené metodou ABR a amplitudou ASR nebyla

potvrzena zavislost.

IV. Vliv raného ohluseni na ASR a PPI
e audiogramy potkant s ranou expozici hluku a potkanti bez expozice se od sebe
Vv dospélosti vyznamné nelisi
e amplitudy ASR jsou u exponovanych zvifat mensi u vysokych hlasitosti bilého
Sumu a ténovych stimult o frekvenci > 4 kHz
e Ucinnost PPI je u exponovanych zvifat signifikantné vys$i pii nizkych

intenzitach prepulzu (20-30 dB SPL) oproti kontrolnim zvifatim.
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