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Abstrakt

Cilem predkladané dizertacni prace bylo objasnéni vybranych parametrt
struktury a funkce neuronti z rdznych oblasti sluchové kiiry ulaboratorniho
potkana a dale identifikace zmén inhibi¢niho systému (GAD 65 a 67) v centralni
casti sluchového systému ve stari. Na zadkladé vysledki ze zvitecich experimentl
jsem se nasledné zaméril na zmény v oblasti lidské sluchové kiiry a sluchové
drahy spojené se starnutim, které byly sledovany pomoci riiznych zobrazovacich
metod MR (spektroskopie, morfometrie, difuzni tenzorové zobrazovani a funk¢ni
MR).

Zjistili jsme, Ze nejvyznamnéjSim parametrem neuroni sluchové kiry
potkana je pritomnost hyperpolarizaci aktivovanych kationtovych proudd, ktera
vyznamné ovliviiuje funkcéni vlastnosti neuront. Jednotlivd sluchova pole a
vrstvy sluchové kiry (AC) se odliSuji diky funk¢énim vlastnostem svych neurong,
pricemz v celkové organizaci sluchové kiiry a jejich jednotlivych oblasti hraje
klicovou roli tonotopie.
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Starnuti sluchového systému u lidi negativné postihuje schopnost
rozuméni Feci, kterd je zaloZena na zpracovani casovych parametrii zvuki.
U zvirat jsme zjistili pokles hladin enzymi GAD65 a 67 (katalyzuji syntézu
inhibi¢niho neurotransmiteru GABA) v centralnich ¢astech sluchového systému.
Pravé inhibice je diileZita pro presné kédovani ¢asovych charakteristik zvuku. Na
zakladé vysledkli audiologickych vysSetfeni sluchu jsme rozdélili starnouci
populaci na 2 skupiny (EP- téZka forma presbyakuze, MP- lehkd forma
presbyakuze). MR spektroskopie v obou skupinach starsich jedincii prokazala ve
sluchové kiire signifikantni pokles hladiny excitatniho mediatoru glutamatu a
také N-acetylaspratatu, avSak zmény inhibi¢cntho medidtoru GABA se
jednoznacné neprokazaly; ve skupiné jedinct s EP jsme nalezli zvySenou hladinu
laktatu. PouZitim morfometrickych a DTI metod jsme potvrdili vyrazny efekt
véku na centralni struktury sluchové drahy a to predevsim ve smyslu atrofie, ale
bez jednoznacného efektu zavaznosti periferni slozky sluchového postiZeni.
Funkéni vySetfeni AC pomoci funkéni MRI ukazalo podobné trendy, kdy

v souvislosti s vysokym vékem bylo nalezeno zvySeni rozsahu aktivace sluchové

kiiry oproti mladym dobrovolnikiim. Starnuti bylo také spojeno s vyraznéjSim



vyuzitim pravé AC, ktera pri porovnani rozsahu aktivity dominovala nad levou
AC. Funk¢ni vySetreni AC vSak opét nepotvrdilo vyznamny vliv zhorSené funkce
sluchové periferie na funkci centralni cCasti sluchového systému (aktivace

sluchové kiiry pti stimulaci ¢istymi tény byly stejné u skupin EP a MP).

Klic¢ova slova: sluchova kiira, tonotopie , presbyakuze, GABA, MRI



Abstract

The aim of my study was to identify specific features of the structure and
function of neurons in the auditory cortex of rat and to analyze age-related
changes in the inhibitory system (GAD 65 and 67) in the central auditory
structures of the same species. Based on the findings in the animal model we
focused on changes in the central part of the auditory pathway and auditory
cortex in aging human population that were examined by various MRI
techniques (spectroscopy, morphometry, diffusion tensor imaging and functional
MRI).

We found that the most significant feature of neurons in the auditory
cortex is the presence of the hyperpolarization-activated cation current that
influences functional properties of neurons. The differences among neurons in
different fields of the AC were based on their specific functional characteristics,
with the tonotopy being the key factor of the AC structural organization.

Aging of the auditory system has a negative influence on the speech
understanding in which the processing of temporal parameters of the sound
plays asignificant role. In animal experiments we observed decreases of the
enzymes GAD65 and 67 (that catalyze synthesis of the main inhibitory
neurotransmitter GABA) in central parts of the auditory system. Inhibition is the
key factor in coding and decoding of temporal parameters of sound. On the basis
of audiological examination our group of elderly subjects was divided into two
groups (EP- expressed presbycusis, MP- mild presbycusis). In elderly, the
spectroscopy showed decreases in the level of glutamate and N-acetylaspartate,
with no clear changes in the inhibitory transmitter GABA, however, there was
present an increase in the level of lactate in the EP group. Morphometry and DTI
findings supported the effect of aging on central structures of the auditory
system without any significant effect of the level of hearing loss. Functional
examination of the AC with fMRI showed similar trends in aging demonstrated
by increased activation of the AC in comparison with young volunteers. Aging
also led to an increased use of the right AC, which was more active compared to
the left AC. However, the results of the fMRI again did not show any central effect
of the hypofunction of the auditory periphery.

Key words: auditory cortex, tonotopy, presbycusis, GABA, MRI
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1. Seznam zkratek

AAF- anteriorni sluchové pole
(anterior auditory field),

AC- sluchova kiira (cortex auditoria),
AHP- posthyperpolarizacni faze
akcniho potencialu (after-
hyperpolarization phase),

Al- primarni sluchova kiira,

AN- sluchovy nerv (auditory nerv),
AP- sluchova draha (auditory
pathway),

APT- ak¢ni potencidl,

ASSR- ustalené sluchové potencialy
(auditory steady state responses),
AvgL2L3- radialni difuzivita,
BBN- Sirokospektralni Sum (broad
band noise),

BERA- kmenova audiometrie
(brainstem evoked response
audiometry),

BOLD- blood oxygen level
dependent,

CF- charakteristicka frekvence,
CGM- corpus geniculatum mediale,
CN- kochlearni jadro (cochlear
nucleus),

CSF- mozkomi$ni mok (cerebro-
spinal fluid),

DPOAE- distorzni produkt OAE,
DTI- difuzni tenzorové zobrazeni,

EcoG- elektrokortikografie,

ECS- extracelularni tekutina
(extracellular solution),

EEG- elektroencefalografie,

EP- tézka forma presbyakuze
(expressed presbycusis),

FA- frak¢ni anizotropie,

fMRI- funkéni magneticka
rezonance,

FRA- frekvencné intenzitni oblast
(frequency response area),

FS- rychle palici neurony (fast
spiking),

GABA- kyselina y-aminomaseln3,
GAD- glutamatdekarboxylaza,
GFS- gyrus frontalis superior,
GM- Sedd hmota (gray matter),
GR- Gardner-Robertsonova skala,
HG- Heschltiv gyrus,

IC- colliculus inferior,

ICS- intracelularni roztok
(intracellular solution),

In- hyperpolarizaci aktivované
kationtové proudy,

IHC- vnitini vlaskové bunky (inner
hair cells),

LAEP- odpovédi s dlouhou latenci
(late auditory evoked potentials),
L1- axialni difuzivita,

LFP- potencialy blizkého pole (local
field potentials),

LI- lateraliza¢ni index,



LL- lemniscus lateralis,

MD- priimérna difuzivita (mean
diffusivity),

MEG- magnetoencefalografie,
MLR- odpovédi se stredni latenci
(middle latency responses),

MP- lehka forma presbyakuze (mild
presbycusis),

MRm- magneticko rezonancni
morfometrie,

MRs- magneticko rezonanc¢ni
spektroskopie,

OAE- otoakustické emise,

OHC- vnéjsi vlaskové bunky (outer
hair cells),

PAF- posteriorni sluchové pole
(posterior auditory field),

PET- pozitronova emisni tomografie,
PSTH- peri/poststimula¢ni
histogram,

PT- planum temporale,

PTA- primér sluchového prahu
(pure tone average),

ROI- oblast zajmu (region of
interest),

RS- pravidelné palici neurony
(regularly spiking),

SDS- procento diskriminovanych
slov na 60 dB (speech discrimination
score),

SDT- prah slySeni reci (speech

discrimination threshold),

SNHL- senzorineuralni postiZeni
sluchu (sensorineural hearing loss),
SNP- jedno-nukleotidovy
polymorfizmus,

SOC- komplex olivy superior
(superior olivary complex),

SOAE- spontanni OAE,

SPIN- diskriminacni test v Sumu
(speech perception in noise),
SPECT- jednofotonova emisni
vypocetni tomografie,

SPL- uroven tlaku zvuku (sound
pressure level),

SRAF- suprarhinalni sluchové pole
(suprarhinal auditory field),

SRT- prah rozuméni feci (speech
reception threshold),

TEOAE- transientni OAE,

UR- nejasna oblast (unclear region),
V1- primarni zrakova kiira,

VBM- na voxel vazana morfometrie
(voxel-based morphometry),

VOI- objem zajmu (volume of
interest),

WM- bila hmota (white matter),
WM_HG- bila hmota pod
Heschlovym gyrem,

WRT- skére rozuméni reci (word
recognition score),

YC- kontrolni skupina (young

controls)



2. Uvod

2.1 Aferentni sluchova draha

vivs

Sluch poskytuje spolu se zrakem nejdtlezitéjsi senzoricky vjem. Dokonce
mnozi autofi povazuji sluch viibec za nejdiilezitéjsi smysl pro spravny vyvoj
kognitivnich funkci ¢lovéka.

Zvuk, je mechanicka energie Sirici se ve formé vinéni, které rozkmitava
molekuly prostredi. V pripadé, Ze je tato energie zpracovana sluchovym
organem, vznikne sluchovy vjem. Organizace sluchového systému je u savcl
velice podobna, pred vstupem do vnitiniho ucha prochazi zvuk zevnim
a sttednim uchem), kde dochazi ke zndsobeni akustické energie (dominantné
prevodem mezi relativné velkou blankou bubinku a mensi ploténkou ovalného
okénka). V prevodu energie na struktury vnitiniho ucha je diileZita celistvost
retézce stiredousnich kiistek. V pripadé sniZeni funkce stredousniho aparatu, se
déje prenos energie na receptory vnitiniho ucha rezonanci lbi.

U Cclovéka je vnitifni ucho tvofeno organem sluchu- kochleou
a vestibularnim organem odpovédnym ze vnimani rovnovahy. Oba jsou sloZeny
z kosténého a membranézniho labyrintu (Obr. 1). Zasadni rozdil je v tekutinach,
které oba labyrinty vypliuji. Perilymfa (vypliiuje kostény labyrint) je
produkovana transudaci z krve a komunikuje s mozkomiSnim mokem, ktery
svym sloZenim pripomina. Endolymfa (vypliiuje membranézni labyrint) svym
sloZzenim pripomina nitrobunécnou tekutinu. Rozdil viontovém sloZeni obou
tekutin predstavuje jednu ze zakladnich funkénich charakteristik vnitiniho ucha

(Melichar & Syka, 1982).
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Obr. 1. Struktury vnitrniho ucha. RiiZovd- membrandzni labyrint, Zlutd- tempordlni
kost (Profant & Durisin, 2012).

Samotnd kochlea je rozdélena na tfi ¢asti: scala vestibuli (perilymfa), scala
media (endolymfa) a scala tympani (perilymfa) (Obr. 2 A). Scala vestibuli a scala
tympani spolu komunikuji otvorem v hrotu kochley zvanym helikotrema.
Helikotrema spolu s ovalnym a okrouhlym okénkem jsou diilezité pro vyrovnani
tlaku, ktery vznika prenosem energie ze stredousi na perilymfu. Energie predana
perilymfé zplsobi vznik ,putujici viny“, kterd ndasledné rozkmitd bazilarni
membranu (oddéluje scala media od scala tympani). Pokud je frekvence zvuku
vysSi, na vyrovnani tlaku preneseného na perilymfu staci pouze tento pohyb
a knejvétSim rozkmitu dochazi v oblasti baze kochley. Pri nizSich frekvencich
vyrovnani tlakd zptsobi vyklenuti blanky okrouhlého okénka a Kk nejvétsi
amplitudé rozkmitu bazilarni membrany dochazi v oblasti apexu kochley. Tato

frekvencni selektivita, kterd se nazyva tonotopie, predstavuje zakladni kédovaci

parametr sluchového systému (Bekesy, 1970).
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Obr. 2. Priirez kochleou (A) a Cortiho orgdnem ve scala media (B) (Profant &
Durisin, 2012).

Ve scala media na bazilarni membrané je uloZen Cortiho organ (Obr. 2 B).
Cortiho organ je tvoren nékolika druhy bunék, zkterych nejdilezitéjSi pro
zpracovani sluchového signalu jsou vlaskové bunky. Ty se déli na vnéjsi (outer
hair cells -OHC), kterych je u ¢lovéka asi 12000 a vnitini (inner hair cells - IHC),
kterych je priblizné 3500. Vnéjsi vlaskové bunky maji svoje vlasky (cilie)
ukotvené v tektoridlni membrané, kterd tvori strop Cortiho organu (Syka,
1981c). Jejich tkolem je lokalni zesileni pohybu Cortiho organu, které dosahuji
diky vlastni staZlivosti (Dallos & Evans, 1995). Diky aktivité OHC jsou pak
neurony ganglion spirale (1. neuron sluchové drahy/sluchové nerv) mnohem
citlivéjsi na nizké intenzity zvuku, nez kdyz by byly zavislé jenom na pohybu
bazilarni membrany. Samotny sluchovy vjem vznika aktivaci [HC, na které je
napojenych asi 95 % vlaken sluchového nervu. Samotna aktivace IHC (opét
pohyb cilii) zpiisobi otevieni iontovych kanall a vznik receptorového potencialu
s naslednym vyplavenim neurotrasmiteri do synaptické Stérbiny s vznikem
akc¢niho potencialu na vlaknech sluchového nervu (McAnally et al., 1993).

Funkci sluchové drahy (Obr. 3) je zpracovani a prenos informace o zvuku
zakédované ve formé frekvence akénich potenciali (APT) do sluchové kiry

k jejimu kone¢nému zpracovani (Syka, 1981b). Na urovni vnitiniho ucha je zvuk
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kédovan jak pomoci frekvence APT, tak i aktivaci specifickych neuronti na
zakladé frekvence zvuku. Pfi vstupu sluchového nervu do kochlearnich jader
(2. neuron) vznikd dalsi zplisob kédovani spolutcasti inhibi¢nich neuronti
(Oertel & Young, 2004). Je diilezité si uvédomit, Ze se stale jedna o ipsilateralni
sluchové impulzy. Na drovni 3. neuronu vjadrech komplexu olivy superior
(SOC) dochazi jiz ke zktiZeni ipsi a kontralateralni sluchové drahy. Zde dochazi
ke kdédovani zejména casovych a intenzitnich rozdili mezi sluchovymi vjemy
pomoci tzv. koinciden¢nich“ neuront (impulzy z kontralateralni sluchové drahy
mohou byt na zakladé ¢asového posunu preménéné v trapezoidnim télisku na
inhibi¢ni) (Kuwada & Batra, 1999). V oblasti SOC dochazi také poprvé k interakci
mezi sluchovymi vjemy a jinymi senzorickymi modalitami. Dal$im krokem je
pienos vzruchl laterdlnim lemniskem do colliculus inferior (IC). Zde dochazi
k dal$i binauralni interakci a definitivnimu zpracovani informaci z obou usi
s cilem vytvoreni topografické mapy ,sluchového” prostoru. IC se nachazi ve
strednim mozku, jeho lokalizace v blizkosti priibéhu zrakové drahy (colliculus
superior) a primé vstupy ze somatosenzorickych jader trigeminalniho nervu
a prodlouZené michy z néj vytvari misto kriZeni sluchové a nesluchové stimulace
(Druga & Syka, 1984). Toto funk¢ni propojeni je umozZnéno specifickou
strukturou IC, kde centralni jadro se zachovanou tonotopii je kryto kiirou
(rozdélenou na lateralni, rostralni a dorzalni), kterd zpracovava multimodularni
informace (Aitkin et al., 1994). IC je nejvyssi uroven sluchové drahy, kde dochazi
k pfimé komunikaci mezi kontralateralnimi sluchovymi drahami (Kuwada et al,,
1984).

Thalamickym jadrem sluchové drahy je corpus geniculatum mediale
(CGM). Aferentni sluchové vstupy pochdzi primarné zIC cestou brachium
colliculi, existuje ale i pfimé napojeni na nizsi ¢asti sluchové drahy (LL, SOC, CN)
(Kvasnak et al., 2000). CGM lze opét rozdélit na 3 casti (ventralni, dorzalni
a medialni), které maji specifické funkce. V CGM dochazi k interakci sluchovych,
zrakovych a somatosenzorickych vstupi a vSechny informace vedouci do
sluchové kiliry prochazi pres CGM (Kvasnak et al., 1998). Ventralni (tonotopicky
organizovana) cast vysila spoje do vstupnich vrstev (3. a 4.) primdarni casti (Al)

sluchové kiiry (AC). Dorzalni ¢ast do sekundarnich sluchovych oblasti (u primatt
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se oznacuje jako belt) a medialni Cast, kde dochazi khlavni interakci mezi
riznymi senzorickymi vstupy (vestibularni, somatické a nociceptivni), vysila

spoje kromé AC, tézZ do oblasti striata a amygdaly (Ledoux et al., 1985).
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Obr. 3. Aferentni sluchovd drdha (Profant & Durisin, 2012).

2.2 Sluchova kiira (AC)

Podobné jako u sluchové drahy, je vyhodou pri zkoumani AC podobnost
vjeji organizaci mezi savci vSeobecné (Schreiner & Winer, 2007). Z tohoto
divodu lze cast vysledkii vyzkumu provadénych na zvirecich modelech
(hlodavci, koc¢ky, opice nebo primati) aplikovat, respektive oCekavat i u clovéka

(Hackett et al., 2001).



Sluchova kiira je soucasti neokortexu, ma tedy 6 vrstev a je lokalizovana
v temporalnim laloku (Zilles & Wree, 1985). Lze ji rozdélit na 3 zakladni oblasti:
primarni sluchovou kiiru (AI), jejiz dominantnim znakem je tonotopicka
organizace (Fujioka et al., 2003), sekundarni sluchovou kiiru (u vyssich savct
oznacovanou jako belt) kde je tonotopie zachovdna jenom castecné a tercialni
oblast (parabelt), kterou se oznacuji i tzv. sluchové asociované oblasti (Langers
et al.,, 2007) (Obr. 4). Nomenklatura se bohuZel mezi autory i druhy zvirat lisi, ale
v zasadé toto jednoduché rozdéleni zlistava zachovano.

V navaznosti na vyuziti zvukovych stimulli v komunikaci u jednotlivych
zivoc¢iSnych druhi se zvySuje sloZitost organizace. U potkana lze na zakladé
elektrofyziologickych vlastnosti neuront identifikovat 6 poli v AC (Profant et al.,
2013). U morcete, které v komunikaci vyuziva nékolik typl vokalizaci pro rtizné
situace je sluchovych poli v AC 7 (Suta et al., 2013; Syka et al,, 1994). U kocky je
popsanych 9, u primati 12 a u clovéka se predpoklada priblizné 30 podoblasti
(Kaas, 2010; Kaas & Hackett, 2000; Schreiner & Winer, 2007). Takové rozdéleni
je vytvoreno na zakladé funkcnich vlastnosti skupin neurond, existuje moznost
rozdélit sluchovou kiru i na zdkladé histologickych respektive
cytoarchitektonickych rozdill. Pri wvyuziti prosté histologie pak byly
identifikovany u potkana 3 jasné odlisna pole (Zilles et al., 1980), které ale
nekoreluji jednoznacné s elektrofyziologickymi vlastnostmi (jsou oznacovana

jako Tel, Te2, Te3).

Obr. 4.  Anteroventrdlni
(zelend) a posterordorzdlni
(Cervend) informacni toky
ve sluchové  kiire  clovéka
vychdzejici z beltu. TS- gyrus
temporalis  superior, IFC-
inferiorni  frontdIni  kiira,
PMC- premotorickd ktira, IPL-
lobus parietalis inferior, CS-
sulcus centralis. Cisla oznacuji
oblasti  dle  Brodmanovy
cytoarchitektonické mapy
mozkové kiiry (Rauschecker &
Scott, 2009).




Pro funk¢ni rozdéleni sluchové kiiry mluvi i napojeni na podkorovou cast
sluchové drahy, CGM (Jones, 2003). Zde lze jednoznalné popsat tonotopickou
drahu inervujici Al, hrubé tonotopickou drdhu inervujici sekundarni oblasti
asmiSenou drahu (kde kromé sluchovych stimulli prochazeji i informace
zrakové, somatosenzorické a nociceptivni), ktera vede do vSech oblasti a tedy
ido sluchové asociovanych (Romanski et al, 1999b). Uvedené rozdéleni
podporuje i myslenku organizace sluchové kiliry vsmyslu jak sériového tak
i paralelniho zapojeni (Arnott et al, 2004; Belin & Zatorre, 2000). Dvojité
zpracovani ma oporu i v elektrofyziologickych vlastnostech jednotlivych
neuroni. Vzhledem k tomu, Ze Al je hlavni vstupni brana , reaguji i jeji neurony
s relativné nejkratS$im zpozdénim (latenci) a dalsi oblasti kam nasledné vedou
vzruchy maji reakce neurontd vici Al opozdéné o nékolik ms. Nejdelsi latence
tedy maji neurony v terciarnich oblastech (Winer & Lee, 2007). Pro paralelni
aktivaci mluvi identifikace neuront s prekvapivé kratkymi latencemi
v sekundarnich a terciarnich oblastech, které se aktivuji pravdépodobné
specifickou stimulaci, vyzadujici paralelni zpracovani informaci. Zde Ize
poukazat zejména na aktivaci vice druhy senzorickych stimuld, ktera ovliviiuje
i dalsi vlastnost neuronové odpovédi, napriklad jeji amplitudu (Buchsbaum et

al,, 2005).

2.3 Audiometricka vySetreni u clovéka

2.3.1 Tobnova audiometrie

Jedna se o subjektivni vySetieni, pti kterém se jako stimuly vyuzivaji Cisté
tony. Ve vétsiné pripadi je téonovy rozsah 250-8 000 Hz. Vzhledem k rozsahu
frekvenci, pri kterych je stimulované lidské wucho, se nékdy wuZiva
vysokofrekvenc¢ni audiometrie se stimulaci v rozsahu 250-20 000 Hz.

Samotna ténova audiometrie napomaha pri urceni:

1. vaznosti poskozeni sluchu
2. diagnostice typu (prevodni, perceplni, smiSend) a charakteru

sluchové vady (postiZeny jsou nizké/vysoké frekvence)



3. intenzity stimull pri dalSich audiologickych vySetienich

Samotnym cilem je identifikace sluchového prahu pacienta. Jedna se
o nejnizsi hladinu akustického tlaku signalu, ktera je schopna vyvolat sluchovy
vjem pfiurcitém mnoZstvi pokusi. Vpraxi to znamend, nejniZsi intenzitu
stimulu, pti které vySetiovany zareaguje alespoii na 50 % stimulii. Prah se urcuje
jak pro vzdusné tak i pro kostni vedeni (frekvencni rozsah stimuli 250-4 000 Hz

v oktavovych intervalech) (DoleZal & Kabatova, 2012).

2.3.2 Slovni audiometrie

Rozdil mezi slovni a tonovou audiometrii je v rozsahu anatomického resp.
funkéniho korelatu, ktery jednotlivé metody vySetfuji. Tonova audiometrie
posuzuje funk¢nost sluchové drahy jako celku, pricemZ ale lze jen velice téZce
odlisit periferni a suprakochlearni 1ézi. Naopak uslovni audiometrie se
k vySetteni sluchové drahy pridava jesté posouzeni funkce centralniho systému
v prevodu jednotlivych zvukl na sluchovy vjem, ktery je navic zaloZen i na
sémantickém zpracovani zvukovych stimuld (Kabatova, 2012).

Cilem slovni audiometrie je tedy posoudit jak vySetiovany slysi a rozumi
feCi. K tomuto vySetieni se vyuziva nékolik testq, jejichZ cilem je kvantifikovat
schopnost rozuméni reci. Jako stimul je vyuzivan soubor slov (nejcastéji 10), pro
béZnou klinickou praxi nejcastéji viceslabi¢na slova. Pro podrobnéjsi vySetreni se
miiZe jednat o véty, jednoslabi¢né slova, slabiky nebo nesmyslné slabiky tzv.
logotomy. Vysledkem vySetreni je urcent:

1. SDT (speech discrimination threshold- prah slySeni)- intenzita,
kdy pacient jiZ slysi, ale nerozumi.

2. SRT (speech reception threshold- prah rozuméni)- pacient rozumi
50 % slov ze souboru na dané intenzité.

3. WRT (word recognition score- skére rozuméni reci)- procento
spravné rozpoznanych slov pri MCL (intenzita 30-40 dB nad

prahem SRT).



4. SPIN (speech perception in noise- diskriminac¢ni test v Sumu)-

vySetieni srozumitelnosti na pozadi Sumu.

Kombinace priiméru sluchového prahu na frekvenci 500 Hz, 1, 2 a 4 kHz
(pure tone average- PTA) askéore rozuméni teci (SDS- procento
diskriminovanych slov na 60 dB.) je urcujici pro hodnoceni sluchu na tzv.
uziteény a neuzitecny napft. dle Gardner-Robertsonovy (GR) $kaly (Gardner &
Robertson, 1988). Tato Skdla ma 5 stupn:
1. stupen I: PTA (dB): 0-30; SDS (%) : 70-100
2. stupen II: PTA (dB): 31-50; SDS (%) : 50-69
3. stupen III: PTA (dB): 51-90; SDS (%) : 5-49
4. stupen III: PTA (dB): 91-max; SDS (%) : 1-4
5. stupen III: PTA (dB): bez reakce
Pokud PTA a SDS spolu nekoreluji dle skaly, nalez se hodnoti dle horsiho

ukazatele.

2.3.3 Otoakustiké emise

V roce 1978 se na zakladé objevu otoakustickych emisi zménil pohled na
¢innost kochley. Kemp (Kemp, 1986) prokazal, Ze mechanickymi vibracemi
vnéjsich vlaskovych bunék (OHC) v Cortiho organu kochley vznikaji zvuky, které
se daji objektivné zaznamenat citlivym mikrofonem umisténym v zevnim
zvukovodu (Kemp, 2002). Nazyvaji se otoakustické emise (OAE). Predpoklada se,
Ze kochlea kromé toho, Ze prijima akustickou energii, také aktivné zesiluje urcité
druhy zvukové energie pomoci aktivniho pohybu zevnich vlaskovych bunék, coz
ma za ndasledek vznik oscilaci. Tato vibracni energie sméruje retrogradné
z kochley, pres retéz sluchovych kiistek na blanku bubinku, ktera posléze pracuje
jako membrana reproduktoru. OAE se tedy daji zaznamenat v zevnim zvukovodu
jenom tehdy, kdyzZ je prah sluchu normalni, respektive mirné zvysSeny. Nedaji se
zaznamenat, kdyZz sluchova ztrata presdhne 30-35 dB (Lonsbury-Martin &
Martin, 2003).

Nejcastéji se méri spontanni (SOAE), transientni (TEOAE) a distorzni

(DPOAE). Vzhledem kvéku pacientli a mire postiZeni sluchu vnasi skupiné
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vySetifovanych pacientli jsme nevyuZili méieni SOAE a proto se jimi nebudu dale

zabyvat.

2.3.3.1 TEOAE (Transient Evoked Otoacoustic Emisions)

Kratkodobé (prechodné) otoakustické emise vznikaji jako odpovéd’
vnitiniho ucha na stimulaci kratkym zvukem. Jsou pritomné témér u vSech lidi se
zdravym sluchem. Jsou to odpovédi vznikajici po stimulaci na hranici
slySitelnosti. Pokud se zvysi hlasitost stimulu, stoupd i hlasitost odpovédi. Tato
se vSak zvySuje mnohem pomaleji (ptibliZné na drovni 20-30 dB pii tUrovni
stimulu kolem 60 dB) (Hall et al., 1994). Za posun hlasitosti je zodpovédna ztrata
energie na urovni kochlearniho zesilovace. Na zakladé méreni se zjistilo, Ze neni
mozné jednoznaCné posuzovat uroven sluchu zhodnoty TEOAE. MoZnost
zachyceni odpovédi na zvukovy podnét miiZe byt ovlivnéna vice okolnostmi, jako
je hluk v priibéhu nahravani a stav samotného ucha (presnéji stav vlaskovych
bunék).

Nejcastéji se pouZziva stimulace na urovni kolem 80 dB SPL (sound
pressure level), nebo 45 dB nad urovni prahu sluchu. Jestli po stimulaci neni
mozné zachytit Zadnou odpovéd, znamend to, Ze pacient ma pravdépodobné
poruchu sluchu.

Za vybavné emise povazujeme, pokud presahuje reprodukovatelnost

odpovédi 50 %, stabilita stimulu minimalné 80 % a pomér signal/Sum je 23 dB.

2.3.3.2 DPOAE (Distortion Product Otoacoustic Emissions)

DPOAE jsou produkty zkresleni, které vznikaji po stimulaci dvéma
riznymi ¢istymi tony ve specifické ¢asti kochley (Prieve et al., 1997). VétSinou se
pouzivaji 2 tony se vzajemnym pomérem frekvenci stimulace 1,22, pricemz nizsi
ton (fi) je intenzity 60-70 dB a vysSsi ton (f2) 50-60 dB. Pri stimulaci kochley
dochazi k aktivaci nelinearniho zesilovace, ktery je tvoren OHC. Nejcastéji se
samotna emise méri na vysledné frekvenci 2f,-f;. DPOAE jsou 100% vybavitelné

u vSech zdravych lidi, ale pochopitelné jsou ovlivnény stavem sluchu. DalSim
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faktorem, ktery ovliviiuje amplitudu emisi, je pohlavi, pricemz u Zen je amplituda
vyssi. Pri méreni DPOAE je dilezité si uvédomit, Ze pii niz$i intenzité
akustického stimulu (kolem 60 dB) je vystupna emise produktem aktivniho
pohybu zevnich vlaskovych bunék, ale pri intenzitach nad 70 dB se jiz jedna
o pasivni produkt. 1kdyZ zvySovdnim intenzity stimulu dochazi kzvySovani
amplitudy emise, jev neni linearni.

Za pritomnost DPOAE se poklada, pokud ma emise amplitudu alespon

v

o 3 dB vyssi neZ Sum. Emise jsou nevybavné pri nepritomnosti funkénich OHC.

2.3.3.3 Princip kontralateralni suprese

Kontralateralni suprese je jev, ktery vznika pri méreni emisi a zaroven
sluchové stimulaci v kontralateralnim uchu (Popelar et al, 1999). Tento jev je
pritomen diky cinnosti eferentni sluchové drahy, ktera retrogradné ovliviiuje
funkci sluchového systému v nestimulovaném uchu. Projevuje se sniZenim Ca**
dependentni motility OHC, coZ vyusti ksniZzeni amplitudy evokované emise
(Brownell et al., 1985). Amplituda suprese je zavisla od intenzity kontralateralni
sluchové stimulace, pricemz zvySeni intenzity vyvola sniZeni evokované emise. Je

7

dllezité zdiraznit, Ze zvySovani intenzity stimulu evokujicitho emise ma opacny

v

ucinek, to znamenad, Ze snizi velikost suprese (De Ceulaer et al., 2001). Efekt
suprese je frekvencné selektivni, pricemz vyraznéjsi ucinek ma na nizké a stredni
frekvence (Veuillet et al., 1991) a zda se, Ze ovliviiuje vic pravé nez levé ucho

(Khalfa & Collet, 1996).

2.3.4 Sluchové evokované potencidly- kmenova audiometrie (BERA)

Zvukem vyvolané kmenové potencidly jsou objektivni audiometricka
metoda, ktera je zaloZena na snimani zmén elektrickych potencidli vyvolanych
zvukovym stimulem v riiznych drovnich sluchové drahy pomoci povrchovych
elektrod.

Po zvukové stimulaci dochazi ke zpracovani zvuku v riznych trovnich

sluchové drahy apodle vzdalenosti vySetfované anatomické struktury od
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vnitfniho ucha se méni latence odpovédi. Pri BERA vySetreni se zaznamenavaji
odpovédi na zvukové podnéty v priibéhu sluchové drahy od kochley po mozkovy
kmen. Jejich latence je méné nez 10 ms a amplituda pribliZzné 1 mV. Znamena to,
Ze zmény potencialll jsou vyvolany aktivitou ve vnitinim uchu, sluchovém nervu
a jadrech mozkového kmene po droven colliculus inferior (IC) (Profant et al,,
2012). VySetreni BERA nehodnoti aktivitu v corpus geniculatum mediale (CGM)
a sluchové kiite (AC).

BERA kiivka je charakteristickd piitomnosti 5-7 pozitivnich vin (mohou
ale byt inegativni pfi vyméné referencni a aktivni elektrody). Pro zvukovou
stimulaci se nejcastéji pouziva Kklik, Ize ale pouzit i stimulaci tony. Hodnoti se
latence a amplituda. Jak velikost amplitudy, tak i délka latence je ovlivnéna
intenzitou stimulu (Syka, 1981a). Pri postupném sniZovani intenzity stimulu, se
ztraci jednotlivé viny a na urovni prahu je vétSinou pritomna jen vlna V. Takto se
podari urcit prah sluchu na frekvencich 1000-4000 Hz s nejvétsi citlivosti kolem
3 kHz. Pri hodnoceni BERA zdznamu je dulezité védét, kterd anatomicka
struktura je odpovédna za vznik jednotlivych vin.

Komplex vin I a II vznika v oblasti sluchového nervu a latence I viny je
totoZna se zaznamem N1 pri elektrokochleografii (ECochG). To znamena, Ze vina
[ (Iatence <2 ms) vznika v distalni ¢asti sluchového nervu (AN) a vina II (latence
<3 ms) v jeho proximalni ¢asti.

Vlna III (latence <4 ms) je vyvolana aktivitou v ipsilateralnim
kochlearnim jadre (CN) acastecné pozdnimi odpovédmi neuronti AN
a kontralateralniho CN.

Vlna IV (latence <5 ms) je pravdépodobné vyvolana aktivitou v oblasti
superiorniho olivarniho komplexu (SOC), ale ve vétsSiné pripadi splyva s vinou V.

Vlna V (latence <6 ms) - mistem vzniku viny V je hlavné IC, priCemzZ pri
zadznamu je viditelny rychly pozitivni nartst, za ktery je odpovédny lemniscus
lateralis (LL).

Vlny VI a VII jsou viditelné relativné zridka a jsou vyvolany

pravdépodobné dohasinajici aktivitou v IC.
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PrestoZe se jedna o objektivni vySetreni, hodnoceni BERA zaznamu je
subjektivni a snadno miiZe vzniknout omyl zejména pti oznacovani jednotlivych

vin. Hodnoti se pritomnost vin I-V, jejich amplitudy a latence.

2.3.5 Dalsi moZnosti vySetreni sluchovych potenciald

Ustdlené sluchové potencidly (ASSR)- jsou odpovédi snimanou ze
sluchové drahy, jsou tvorené nékolika vlnami se stejnou amplitudou a mezi
vrcholovou latenci 25 ms (standardné se vyuZziva aktivace kontinudlnim
frekvencné (25 %) a amplitudové (80-90 Hz, 100 %) modulovanym ténem
(nosna frekvence 500 Hz, 1, 2 a 4 kHz).

Odpovédi se stredni latenci (MLR)- jsou zvukem vyvolané zmény
potencialii (3 pozitivni viny PO, Pa, Pb a 2 negativni viny Na a Nb) s latenci
10-50 ms z centralni ¢asti sluchové drahy a sluchové kiiry, ke kterym se pripojuji
i struktury mimo sluchovou drahu (tractus thalamocorticalis, formatio
reticularis).

Odpovédi s dlouhou latenci (LAEP)- jsou zmény potencialii (10-15 pV),
snimané ze sluchové kiry (EEG), oblasti temporalniho laloku (CERA) tvorené
negativni a pozitivni vinou N1P2 slatenci 100-160 ms respektive 160 - 270 ms;
dale vznikaji viny N 200, P 300, N 400 a P 600, které jsou oznacovany jako ERP
(event related potentials- na udalost vazany potencialy) a nejsou jiZ generovany

jenom sluchovou kiirou, ale i asociovanymi sluchovymi oblastmi.

2.3.6 Zobrazovaci metody sluchové kiry

2.3.6.1 Funk¢ni magneticka rezonance (fMRI)

Funk¢ni magneticka rezonance (fMRI) je neinvazivni zobrazovaci metoda
umoznujici neptimé sledovani aktivity mozkové kiiry. Pomoci magnetického pole
(nejcastéji o sile 1,5 nebo 3 Tesla) dochazi k uspoiadani spinti protont 1H ve
sméru magnetického pole a k jejich rotaci v magnetickém poli, k tzv. precesi.

Pridanim dalsiho magnetického pole (napf. pridanim kolmo plisobiciho
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radiofrekvencniho pulzu -RF) rotuji tyto spiny také kolem osy druhého pole
avzhledem khlavnimu poli se sfazuji. Pri vypnuti radiofrekvencniho pulzu
dochazi k navratu spinii do rovnovazného energetického stavu- relaxaci. Energie,
ktera se pri relaxaci po vypnuti RF pulzu uvolinuje v podobé
elektromagnetického zareni do prostredi je snimana civkou a intenzita takového
zareni z kazdého konecného bodu 3D objektu (voxelu) je nasledné prevedena do
obrazu ve stupnich Sedi. Pokles velikosti pri¢né magnetizace v ¢ase je dan dvéma
hlavnimi nezavislymi mechanismy - navratem spinii do rovnovazné energetické
polohy (popsdno casovou konstantou T1) a postupnym rozfazovanim spini
(¢asova konstanta T2).

FMRI vyuZziva kombinaci klasického MRI vySetieni k vytvoreni zobrazeni
struktur mozku (T2 sekvence) a neprimého méreni aktivity mozku pomoci
metody BOLD (blood oxygen level dependent). BOLD vyuziva rizné chovani oxy
(diamagneticky) a deoxyhemoglobinu (paramagneticky) v magnetickém poli, na
zakladé rozdilu jejich naboje. Vysledkem je obraz prokrveni jednotlivych oblasti
pri jejich aktivaci. Pri zvukové stimulaci a snimani z oblasti temporalniho laloku
nam BOLD fMRI poskytuje obraz o funkci sluchové kiiry. Nevyhodou vySetieni
sluchu pomoci fMRI je pomérné vyrazny zvuk vznikajici pti vypinani a zapinani
civek, proto se pro vysSetieni aktivity sluchové kiiry vyuZzivaji ultrarychlé
sekvence (napf. Echo-planarni sekvence). DalSim problémem je doruceni
sluchového stimulu do ucha, jednak proto, Ze v MR piistroji se miZou pouzivat
jenom nemagnetické materidly a také pro mozZnou interferenci frekvenci signala.
Z toho divodu se pouZivaji MR kompatibilni sluchatka, ktera signal doruc¢i do

zevniho zvukovodu a zaroven jsou schopny odfiltrovat i nezadouci zvuky MR.

2.3.6.2 MR spektroskopie (MRs)

MRs vychazi z klasické spektroskopie, ktera hodnoti interakci mezi latkou
a dodanou energii. V pripadé MRs je vyuzita energie dodana magnetickym polem
(podobné jako u klasické MR), resp. jeho interakce s protony (nejcastéji H, méné
casto N a P) k méreni ,koncentrace” specifickych chemickych latek (v jednotkach
ppm- parts per million, které jsou vztahovana k referen¢nimu signalu) (Obr. 5).
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Diky lehce odliSnym rezonan¢nim frekvencim protont v riiznych metabolitech
(ovlivnéno elektrony vdaném metabolitu) jsme tedy schopni jednotlivé
metabolity odliSit a vznikne specifickd krivka spekter. Nasledné je nutno
odfiltrovat signal pro tuk a vodu vzhledem kvyraznému mnoZstvi protont
v obou latkach. Optimalni pro MRs v sluchové kiife je jiZ dopredu vygenerovana
oblast zajmu (region of interest- ROI). V pripadé sluchové kiry je potiebné
oddéleni bilé hmoty, Sedé hmoty a mozkomisniho moku (cerebrospinal fluid -
CSF). Nasledné je potiebné vytvorit krychli (volume of interest, VOI), ve které se
pak koncentrace metaboliti méri. Alternativou k tomuto typu méreni (single
voxel) je tzv. méreni chemické posunu (CSI- chemical shift imaging), které

umoziiuje méieni vétsich oblasti a nasledné rozdélent.
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2.3.6.3 MR morfometrie (MRm)

MRm je metoda vyuzivajici detailni anatomické zobrazeni struktur
k hodnocenti jejich objektivnich parametrd. V ramci mozkové kiiry se nejcastéji
hodnoti objem, plocha a tloustka. V zasadé se jedna o standardni zobrazeni

pomoci MR (vétSinou snimané vT1 vaZeni) snaslednou relativné
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komplikovanou upravou a 3D rekonstrukci. Podobné jako pfi MRs i zde je nutné
oddélit jednotlivé asti mozku (mozkomisni mok, bila a Seda hmota). Pro pfimou
analyzu faktori MRm je mozné zvolit méreni vétsSiho objemu kiiry pomoci
metody Voxel based morphometry (VBM) a nasledné hledat rozdily mezi
jednotlivymi funkénimi oblastmi. Druhou moZnosti je pak cilené méreni
z dopredu specifikované oblasti (napft. sluchova kiira), ktera se nazyva oblast
zajmu (ROI). Vyhodou ROI je vétsi senzitivita, nevyhodou je nutnost manualni
segmentace dané oblasti. K minimalizaci subjektivni parcelace a potiebné 3D
rekonstrukci mérené oblasti lze pak vyuZit specidlni pravdépodobnostni atlasy

a analytické programy.

2.3.6.4 Difuzni tenzorové zobrazeni (diffusion tensor imaging - DTI)

Podobné jak je kanalyze Sedé hmoty vyuZivana MRm, se k hodnoceni
objektivnich parametri bilé hmoty vyuziva DTI. DTI je metoda zaloZena opét na
principech MR, kterd hodnoti volnost pohybu protonti ve tkani, k cemuz vyuziva
efektu anizotropie difuze vody. Pohyb vody vnervové tkani je omezen jeji
strukturou, a tedy ho lze vyjadrit pomoci na sebe kolmych 3 vektort, respektive
jejich tenzoru. Pokud by pohyb omezen nebyl, byly by vSechny vektory stejné
(izotropni), vzhledem ktomu, Ze je bilda hmota tvorena nervovymi vlakny, je
pohyb omezen (anizotropni) a v pripadé usporadani vldken v stejném sméru
(napft. sluchova draha) dochazi k narlistu vektoru, ktery je smérové nejbliZe
orientaci drahy. Difuzibilitu lze vyjadrit pro kazdy voxel jako tenzor a pomoci
matematickych algoritml lze pak predpovédét orientaci v okolnich voxlech
anasledné zkonstruovat nejpravdépodobnéjsi priibéh nervové drahy. Izotropni
vlastnosti tkané, resp. opét ROI lze tedy matematicky vyjadrit pomoci nékolika
hodnot: frakéni anizotropie (FA, normalizovana hodnota, ktera reprezentuje
stupen anizotropie difuze), prlimérna difuzivita (MD, primérna difuzivita tkané
nezavisle na sméru difuze), axidlni a radialni difuzivita (velikost vektorli vdaném

sméru v 3D prostoru).
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Obr. 6. Casové a prostorové rozliseni nékterych popisovanych metod pouZivanych
ve vySetieni centrdlniho zpracovdni zvukové informace.

2.3.6.5 Magnetoencefalografie (MEG), EEG, EcoG

Elektroencefalografie (EEG) a elektrokortikografie (EcoG, nékdy
nazyvana i intrakranialni EEG) jsou elektrofyziologické metody snimajici aktivitu
z kiiry na zakladé zmén elektrického napéti. EEG vyuZiva elektrody priloZzené na
kizi hlavy, EcoG snima pifimo z mozkového povrchu. MEG sleduje zmény
v magnetickém poli vytvoreném proudénim iontli mezi intra a extracelularnim
prostorem (zdrojem snimané aktivity jsou pyramidové buriky, respektive zmény
v dendritickych proudech - Ramon et al, 2004) pomoci série magnetometri
(SQUID- superconducting quantum interference devices). U MEG je dulezita
orientace pyramidovych bunék, které by mély byt za optimalnich podminek
kolmé na povrch mozku a tedy i snimaci elektrodu (méritelna aktivita je
z priblizné 50000 neuront), jedna se proto primarné o neurony v mozkovych
ryhach (jsou uloZeny tangencialné). Pti EEG snimani orientace neuronii nehraje

roli a snimana aktivita vychazi jak z gyri tak z ryh.
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2.3.6.6 Pozitronova emisni tomografie (PET), jednofotonova emisni vypocetni
tomografie (SPECT).

Obé metody vyuZivaji méfeni gama zareni pomoci gama kamery v 2D
prostoru a nasledné rekonstrukci 3D zobrazeni vySetfované oblasti. PET pouZziva
k méreni metabolické aktivity radioaktivné znacené latky aplikované do
krevniho obéhu (napf. fluorodeoxyglukéza). Cilem, podobné jako u fMRI, je mérit
nepiimou aktivitu mozku pomoci proudéni krve a metabolické aktivity
(akumulace glukézy).

SPECT pouZiva standardné aplikaci radionuklidu, pricemz ale radionuklid

1ze navazat na ligand dle oblasti zdjmu a mérit tedy konkrétni aktivitu.

2.4 Audiometricka vySetreni u zvirat

VySetfeni sluchu u zvirat se vzasadé shoduje s objektivnimu
vySetfovacimi metodami sluchu u c¢lovéka. Sluchovy prah se standardné urcuje
pomoci kmenové audiometrie, pripadné vysetieni MLR pricemz zakladni rozdil
je ve vyznamném zkraceni latenci vzhledem k velikosti sluchové drahy. Pokud
vySetieni probiha v narkdze, je jeho kvalita vzhledem k minimalizaci artefakt
dokonce vyssi neZ u c¢lovéka. VySetfeni OAE a elektrokochelografie se provadi

u zvirat stejné jako u lidi s cilem objasnéni funkce vnitiniho ucha, respektive

vnéjsich vlaskovych bunék.

2.4.1 Snimani jednotkové (single)a mnohocetné (multiunit) aktivi

potencidlu blizkého pole (local field potentials-LFP)

Single i multiunit snimani aktivity neuronli vyuzivd princip zavedeni
elektrody do tkané (v naSem pripadé mozkové kliry) a méreni zmén napéti.
Rozdil mezi obéma metodami je v odporu elektrody. V zadsadé plati pravidlo, Ze
¢im vyssi odpor ma elektroda, tim z mensiho pole snima, proto se pro single unit
snimani pouZivaji elektrody (v nasem pripadé sklenéni mikropipety, béZné se
pouzivaji i platinové elektrody) s vysokym odporem (fddové megaohmy) a na

multiunit (vétSinou se jedna o aktivitu nékolika neurontl) s relativné niz$im
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odporem (méné nezZ 1 megaohm). Pri popisovaném extracelularnim snimani se
jedna o neprimé méreni akcniho potencialu, resp. zmén napéti v okoli bunky
(soma, axon) zplisobenych zménou koncentrace iontli v extracelularnim
a intracelularnim prostredi. Mikropipeta je vétSinou naplnéna roztokem KCl, je
napojena na zesilovac a nasledné na analogové-digitalni prevodnik.

Vysledkem snimani je zaznam akc¢nich potencidld (vzhledem
k extracelularnimu snimdani je jejich polarita obracena, respektive jejich tvar
zavisi i od mista snimani v zavislosti na ¢asti neuronu), které lze poté analyzovat
off-line a na zakladé casového priibéhu APT rozdélit na jednotlivé neurony.
K zjednoduSeni zaznamu se pouziva zobrazeni peri/poststimulacnich
histogramii (PSTH), které zobrazuji jenom APT jako jednotku v Case a vytvari
sumaci vyvolanych APT pri opakovani stimulace. K vyhodnoceni se nasledné
pouziva srovnani mezi vyvolanou odpovédi a spontanni aktivitou (nutnosti je
nastaveni prahu a tim odfiltrovani ndhodnych vybojt).

K méreni potencidli blizkého pole (LFP) se opét pouzivaji elektrody

vV

zavedené do kary (s vyrazné nizZ$im odporem neZ pri single nebo multiunit
snimani), pricemz se ale snima aktivita zrelativné vétSiho objemu tkané
(priblizné do 3 mm). Na rozdil od single a multiunit snimani, signal LFP neni
tvoren jenom APT (ty jsou snimany z neuronti ve vzdalenosti asi 50-350 pm), ale
prispivaji k nému i pomalejsi zmény napéti v exraceluldrnim prostoru (zejména
excitacni a inhibi¢ni postsynaptické potencidly do vzdalenosti 0,5-3 mm od
hrotu elektrody). Jednd se o pomérné nizkofrekvencni aktivitu (<300 Hz),
pricemz jeji vyuziti spocCivd vhodnoceni celkové aktivity c¢asti kary pri

zpracovani signalu, respektive dynamiky a funkce neuronovych okruh.

2.4.2 Metoda tercikového zamku (patch clamp) a nitrobunécéné snimani
Nitrobunécné snimani je typ snimani jednotkové aktivity, kdy elektroda
(nejcastéji sklenénda mikropipeta sprimérem <1 pm, odpor se pohybuje
v desitkach az stovkach M(Q) penetruje bunécnou sténu a snima zmény napéti
zplisobené vymeénou iontli mezi intra a extraceluldrnim prostorem piimo
z bunky. Mikropipeta je naplnéna roztokem pripominajicim nitrobunécnou
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tekutinu, pricemz do ni vede chloridem potaZeny stribrny dratek, ktery je
napojen na zesilovac a nasledné je signal zpracovan. Hrot pipety, resp. roztok
miiZze byt vyplnén barvickou klepsi identifikaci pozice buiiky pfi nasledné
histologické kontrole.

Nejcastéji pouZivanou metodou snimani aktivity pfimo z buniky je metoda
ter¢ikového zamku (patch clamp). Metoda vyZaduje vytvoreni tésného propojeni
membrany bunky a sklenéné mikropipety (gigaohm seal) pomoci podtlaku.
Vysoky odpor spojeni mezi membranou a mikropipetou a podobné iontové
sloZeni intracelularni tekutiny a roztoku elektrody umoZiuje méreni proudi
prochazejicich membranou. ZjednodusSené lze techniky tercikového zamku
rozdélit na ty, které neporusuji membranu (cell attached recording), ty které
membranu poru$i a snimaji z celé bunky (whole-cell, perforated patch) a ty,
které snimaji jenom z kousku membrany (inside-out nebo outside-out patch).
Dale lze rozdélit techniky terc¢ikového zamku na zakladé mérené veli¢iny na
current clamp a voltage clamp, kdy je udrZovan stabilni proud a méri se zmény
v napéti, resp. je udrZzovano standardni napéti a méri se zmény proudu. V zasadé
lze selektivné mérit 1 nebo vice kanalli, vyuzivat specifické blokatory nebo
aktivatory iontovych kanald, barvicky, v nékterych pripadech piidavnymi
mikropipetami dodavat latky do okoli mérené bunky. Bézné se terc¢ikovy zamek
pouzivd v méreni na in vitro preparatech (napf. mozkové fezy), bunécnych

kulturach, méné casto se provadi i in vivo.

2.4.3 Optofyziologické metody (Kalcium a intrinsic imaging)

Optofyziologické metody neméri primo zmény napéti jako u klasickych
elektrofyziologickych metod, ale pomoci mikroskopu (nejcastéji je pouzivani
2 fotonovy) jsou schopny mérit pohyb resp. zmény koncentrace Ca (Ca imaging).
Ca i presto, Ze se nepodili pfimo na depolarizaci membrany, lze jednoznacné
spojit s probéhlym APT na zakladé zvysSeni intracelularni koncentrace Ca.
K zobrazeni aktivity Ca je nutné mit fluorescencni barvu, ktera jednak reaguje na
vstup Ca do bunky a nasledné uvolnéni intracelularnich zasob Ca a také odliseni

gliovych bunék, které Ca po jeho ,,vypumpovani“ z buiiky zpracuji. Fluoroscen¢ni
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barva se dopravi bud pfimo do bunky (patch clamp), do extracelularniho
prostoru (nasledné se pomoci drobnych el. pulzii doc¢asné narusi integrita
membrany), jako nejoptimalnéjSi se jevi integrace na Ca citlivy protein do
bunéfné membrany (bud’ pomoci knock in manipulace nebo virovou transfekci).
Ca imaging ma obrovské vyhody zobrazeni celych populaci neuroni a jejich
aktivace pri riznych typech stimulace, nevyhodou je relativné nizka schopnost
casové diferenciace, coz je dané mérenim zmén koncentraci Ca a ne pfimo napéti
membrany a tedy AP.

Intrinsic imaging je metoda snimajici aktivitu mozkové kiliry bez nutnosti
podani barvy nebo jiné znacici latky. Zobrazuje zmény odrazu svétla od kiry
zplsobené aktivaci lokdlnich neuronli. Hlavnim zdrojem signdlu jsou
metabolické zmény v mikrocirkulaci. Jeji vyhodou je relativné jednoduché
pristrojové vybaveni a mala invazivita, nevyhodou je malé prostorové a Casové

rozliSeni. Nejcastéji se proto pouziva k hrubé orientaci v oblasti sluchové kiiry.

2.5 Presbyakuze

ZhorSeni sluchu ve stari neboli presbyakuze je fyziologicky projev
starnuti sluchového systému. Zacina postihovat muze kolem 60 roku a Zeny asi
s 5 letym odstupem. Jedna se o senzorineuralni postiZeni sluchu (sensorineural
hearing loss- SNHL) zacinajici na vysokych frekvencich, které ma multifaktorialni
zadklad. U muZzil je nastup rychlejsi nez u Zen, ale priblizné kolem 80 roku Zivota
se sluchové ztraty vyrovnaji (Gopinath et al., 2009). VSeobecné lze rict, Ze riziko
SNHL je u lidi >60 let priblizné 30 % a nad >70 let stoupne na 75 % (Gates &
Cooper, 1991). Vysledky dlouhodobych studii ukazuji ptiblizné linearni
zvySovani rizika SNHL s kazdym desetiletim jiZ od 20 let (Lin & Bhattacharyya,
2011). VétsSina postizenych spiSe neZ klasické zhorseni sluchu (,Ja neslySim“)
udava zhorseni vnimani reci (,SlySim ale nerozumim®) a to zejména v hlu¢néjsim
prostiedi. Vzhledem k starnuti populace se jednd o pomérné zavazny faktor
s negativnim socidlnim i ekonomickym dopadem. Socidlni aspekt presbykuze

predstavuje zejména zhorSena komunikace, kdy se postiZeny postupné strani

spolecnosti vzhledem k nutnosti opakované se ptat a relativné, castou zaménu
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vyznamu vét (Wu & Bentler, 2012). Tato socidlni separace a ztrata interakce
prispivd kdalSimu zhorSovani kognitivnich funkci a rychlejSim projevim
starecké demence (Uhlmann et al., 1989).

Presbyakuze byla dlouhodobé povazovana za postiZzeni periferie
sluchového systému, v poslednich letech se ale stale vice objevuji prace ukazujici

na centralni sloZku presbyakuze (Gates et al., 1996).

2.5.1 Periferni zményv u presbyvakuze

Klasicky koncept postupného zvysovani sluchového prahu na frekvencich
>2 kHz s postupnym zhorsSovanim vysledku recové audiometrie je povazZovan za
zakladni projev presbyakuze. V roce 1993 Schuknecht a Gacek definovali 4 typy
periferniho postiZzeni spojené se starnutim na =zakladé audiologickych
a histopatologickych nalezii: senzorické, stridlni, neurdlni a kochlearni. Toto
rozdéleni plati vzasadé dodnes. Senzoricka porucha je charakteristicka
poskozenim Cortiho organu, presnéji postupnou ztratou funkce vlaskovych
apodplrnych bunék voblasti bazdlniho zavitu. Neurdlni presbyakuze je
charakterizovana ztratou vlaken a bunék spiralniho ganglia, co se projevuje spise
zhorSenim vysledku recové audiometrie, bez odpovidajiciho nalezu zmén prahu
tonové audiometrie. Stridlni, nékdy nazyvanad i metabolickd presbyakuze, je
vysledkem sniZeni schopnosti stria vascularis udrzovat specifické sloZeni
endolymfy a endolymfaticky potencidl. Projevi se pankochlerani elevaci
sluchovych prahli. Mechanickd nebo kochlearni presbyakuze, i pres zhorseni
sluchovych praht, histologicky neukazuje jednoznac¢né postizeni Cortiho organu,
stria vascularis nebo ganglion spirale. Predpokladem je zhorSena hybnost
bazilarni membrany a spiralniho ligamenta.

Vice typi presbyakuze jednoznacné poukazuje na multifaktorialni ptivod
nemoci. Pomérné vyznamny efekt na vznik presbyakuze maji rizikové faktory.
Cast rizikovych faktord neni pfimo spojena s postizenim sluchu, ale nejcastgji
s kardiovaskularnimi nemocemi, které zplsobuji ischemické zmény v oblasti
vnitfniho ucha. Jedna se zejména o hypertenzi, cukrovku, koureni, obezitu
a aterosklerézu (Cruickshanks et al., 1998; Uchida et al., 2010). DalSim faktorem
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ovliviiujicim pribéh, respektive nastup presbyakuze, je hlu¢né prostiedi,
zejména expozice hluku v praci. Na rozdil od ptredchozich faktord, které ovliviiuji
celé vnitini ucho a tedy vSechny frekvence, pro hlukové postizenti je typické spisSe
poskozeni vysSich frekvenci. Jednim zrelativné prekvapivych faktort
ovliviiujicich presbyakuzi je rasa, resp. ptislusnost k ¢ernosské populaci ,ktera
trpi presbyakuzi vyrazné méné (Agrawal et al, 2008). Predpokladem je
protektivni uc¢inek melanocytli uloZenych ve stria vascularis, které pomahaji
neutralizovat volné radikaly a reguluji homeostazu Ca (Lin et al., 2012). Existuje
kauzalni souvislost mezi deficitem stridlnich melanocytii, ztratou podptrnych
bunék a poklesem endokochledrniho potencialu (Ohlemiller et al., 2009). Jak jiz
bylo zminéno muZské pohlavi, respektive niZ$i mnoZstvi estrogenu také
negativné ovliviiuje vznik presbyakuze.

Pomérné vyznamné ovliviiuje vznik presbyakuze geneticka predispozice.
Je nékolik znamych gent, které jsou spojeny s postizenim sluchu, respektive se
syndromy pri kterych dochazi ksluchové porusSe, jejich UCinky se projevuji
obvykle pri narozeni nebo v détstvi (napr. connexin 26 (Groh et al,, 2013)). Vznik
presbyakuze je vSak vazan na pomérné dlouhou fazi (desitky let) fyziologického
V zasadé se jedna o genetické poruchy oznacené jako SNP (single nucleotid
polymorphism), kdy se sekvence jednoho nukleotidu lisi mezi lidmi a miiZze se
projevit produkci patologického proteinu. Druhou moZnosti jsou skupiny
patologickych haplotypt, tvorené vétsim mnoZstvim SNP. Jednim z popisovanych
haplotypi ovliviiujicich pribéh presbyakuze je glutamatovy metabotropni
receptor 7, ktery je zodpovédny za synapticky prenos a homeostdzu synapsi
mezi vnitinimi vlaskovymi buritkami a neurony spiralniho ganglia (Friedman et
al,, 2009). Mezi dalsi identifikované mutace spojené s presbyakuzi pattfi mutace
genu KCNQ4, ktery koduje napétim ovladany Kkandl nachazejici se ve
vlaskovych bunkach a sluchovych jadrech (Van Eyken et al., 2006); gen kddujici
apolipoprotein E lokalizovany na 19. chromozomu je spojen sopoZdénym
nastupem Alzheimerovy nemoci, je také spojovan s ateroskler6zou
aischemickym posSkozenim vnitfniho ucha, a tedy smoznym vznikem

presbyakuze (Kurniawan et al., 2012). Na chromozomu 8q24 je pomérné velka
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oblast, ktera ma propojeni s bazokochlearnim typem SNHL a predpoklada se
tedy i korelace s presbyakuzi (Huyghe et al, 2008). Endothelin-1 ovliviiuje
vasomotoriku v oblasti arteria modiolaris spiralis a jeho G/T varianta
(polymorfizmus) je odpovédna za dlouhotrvajici spasmy a nasledné ischemické
poskozeni vnitiniho ucha (Scherer et al., 2002), dokonce je potvrzena souvislost
mezi G/T typem a zhorSenim sluchu se stoupajicim vékem v japonské populaci
(Uchida et al., 2009).

Vysadni postaveni v genetickych faktorech ovliviiujicich presbyakuzi maji
mutace mitochondridlni DNA. U lidi s presbyakuzi byla zjisténa vyrazné casté;jsi
mutace paru bazi 4977 oznaCovana i ,common ageing deletion“ v kochlearni
tkani (Bai et al, 1997). Dalsi alteraci spojenou s presbyakuzi je sniZeni
podjednotky 3 c oxidazy (COX3) v oblasti spiralniho ganglia, ktera byva spojena s
,common ageing deletion“ (Markaryan et al.,, 2010). Na zvifecich modelech se
ukazalo, Ze dominantni postaveni mutaci mDNA je spojeno s nastartovanim
apoptozy, zhorSenim funkce cytoskeletu a zejména s chybnou produkci proteint
zapojenych do energetického metabolismu (Niu et al., 2007; Someya et al., 2008).
Jednim z faktorti ovliviiujicich funkci vnitinitho ucha je schopnost neutralizace
volnych kyslikovych radikalli (reactive oxygen species ROS), které jsou jednim
z produktli mitochondridlniho metabolizmu. Jedna se o 02, OH (méné stabilni)
a H202, které prispivaji k poSkozeni mDNA, membran a proteinti (Kujoth et al,,
2005). Jako protivaha existuje systém antioxidantd tvoren superoxid dismutazou
(SOD), katalazou a glutathion peroxidazou (Gpx) (Gutteridge & Halliwell, 2010).
Zviteci pokusy ukazuji, Ze chybéni ¢asti antioxidantli zplisobuje vyraznéjsi ztratu
neuroni spirdlniho ganglia a tloustky stria vascularis (Buckiova et al., 2007;
McFadden et al, 1997). Someya a Prolla (2010) naopak prokazali, Ze vyssi
mnozstvi katalazy vede k sniZeni oxidativniho poSkozeni kochley. Tyto nalezy
potvrzuji, Ze oxidativni poSkozeni kochley prfimo souvisi s poklesem

antioxidanti ve stari a je jednim z faktora ovliviiujici vznik presbyakuze.
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2.5.2 Centralni presbyakuze

V poslednich letech se i pres jednoznacné postiZzeni periferni casti
sluchového aparatu ve stari diskutuje o moznosti centralnich zmén ve sluchové
draze a kiife, které mizZou negativné ovliviiovat zpracovani zvuku (Humes &
Dubno, 2010). Jako jeden z hlavnich argumentii je pouZivan popis situace, kdy
pacient slysi ale nerozumi, coz znamena horsi vysledek recové audiometrie nez
by se dal predpokladat na zakladé ténového audiogramu (Middelweerd et al.,
1990). Je popsano nékolik onemocnéni, kdy i pres normalné fungujici periferii
sluchového systému, maji pacienti problém s centralnim zpracovanim
zvukového signdlu zejména v hlucnéjSim prostiedi. Vtakovém pripadé je
sluchova porucha oznacena jako centralni (Miller, 2011).

V ramci vysvétleni pricin presbyakuze existuje nékolik teorii popisujicich
vznik centralni presbyakuze (CHABA, 1988). Jedna se o Cistou (pfimou) centralni
presbyakuzi, centrdlni presbyakuzi zplisobenou zhorSovanim Kkognitivnich
funkci ve stari a centralni presbyakuzi (neptimou), kterd vznikd dlsledkem
perifernich zmén (Humes et al., 1996). Samoziejmé existuje i Ctvrta moznost, kdy
se mize jednat o kombinaci vSech zminénych typt.

Cista centralni presbyakuze je charakterizovana situaci, kdy je porucha
sluchové funkce lokalizovana do oblasti sluchové drahy/kiiry bez jiného vékem
vyvolaného postiZeni (Walton et al., 2002; Willott et al., 2001). Pravdépodobnéjsi
verzi centrdlni presbyakuze je vSeobecna alterace kognitivnich funkci az ni
plynouci zhorseni centralniho zpracovani zvuki (Canlon et al., 2010). Priblizné
asi Ctvrtina populace trpici presbyakuzi se zndmkami centralniho deficitu ma
i sniZzeni kognitivnich funkci (Jerger et al., 1989). ZhorSeni kognitivnich funkci,
zejména jejich exekutivni slozKky, kam patfi napr. pozornost, centralni inhibice,
kratkodoba pamét nebo soustredéni, hraje pomérné vyznamnou roli
ve zpracovani treCi zejména v hlu¢ném prostredi, kdy je nutné specificky se
zamérit na recovou stopu (Syka, 2002). Zde vznika problém s dostupnymi
audiometrickymi metodami, které vyuzivaji kompetitivnich stimult (fe¢ v Sumu,
fe¢ vieci) nebo dokonce dichotickych testii (kazdé ucho zpracovava jiny typ
sluchového signalu), které jsou vyrazné zavislé na stavu kognitivnich funkci

v

vySetifovaného (Gates & Mills, 2005). Je jednoznacné potvrzeno, Ze vyssi vék je
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spojen s poklesem kognitivnich funkci; ve véku >70 let je prevalence demence,
respektive mirné kognitivni poruchy pftiblizné 16 % (Lopez et al, 2003;
Salthouse, 2010).

Periferni hypotéza centralni presbyakuze, popisuje zmény na centralni
urovni sluchové drahy, které jsou zplisobeny sniZenou senzorickou stimulaci
v disledku zhorSeni prevodu mechanické energie na energii elektrickou
vlaskovymi bunikkami, respektive ubytkem funkcnich vlaken spirdlniho ganglia.
JiZ dlouho je zndmo, Ze po sniZeni nebo vymizeni senzorické stimulace (v pripadé
sluchového systému- ohluchnuti) dochazi diky plasticité mozku ke zméné
funkéniho vyuZiti sluchové kiiry. Nejcastéji je sluchova kilira vyuzivana
k zpracovani znakové reci, primarné se tedy jedna o zrakovou stimulaci (Lomber
et al, 2011). Predpokladem tedy je, Ze i pri dlouhodobé sluchové deprivaci
u pacientl s presbyakuzi bude efekt obdobny. Tento typ presbyakuze je i cilem

naseho vyzkumu.

2.5.3 Presbvakuze a inhibice

Jednim z moZnych vysvétleni centralni presbyakuze je porucha
zpracovani ¢asovych parametri zvuki. U lidi s presbyakuzi byva standardné
postiZena schopnost rozeznavat drobné casové (Gordon-Salant & Fitzgibbons,
1993; Snell & Frisina, 2000), ale i intenzitni zmény (Abel et al., 1990). Jednim ze
zplsobi vySetieni schopnosti zpracovani ¢asovych parametrt je vySetieni pauzy
vSumu (,gap detection“). Mazelova et al. (2003) uvadéji signifikantni zvySeni
prahu detekce pauzy v Sumu u populace s presbyakuzi ve srovnani s mladymi
dobrovolniky. Nékteri autoti (Bertoli et al., 2002; Gordon-Salant & Fitzgibbons,
1993) koreluji zhorSeni detekce casovych parametrli zvukl i svysledky
psychoakustickych a fecovych testi.

Vysledky podobnych vySetfeni u zvifat Ize ndasledné spojit
i s elektrofyziologickymi a imunohistochemickymi zménami, co ddvd mnohem
podrobnéjsi a presnéjsi obraz o presbyakuzi. V nasi laboratori se jako standardni
model starnuti pouzivaji 2 kmeny potkani. Long Evans je outbredni kmen

s normalnim pribéhem starnuti, doZzivajici se kolem 36 mésicli, s normalnim
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sluchem v dospélosti a jen mirnym ubytkem sluchové funkce ve stari (Popelar et
al., 2003; Popelar et al, 2006). Naopak kmen Fischer ma zrychleny pribéh
starnuti s dobou doziti kolem 24-28 mésicli (Sass et al, 1975; Syka, 2010)
s projevy ve sluchovych strukturach jako degenerace struktur hlemyzZzdé spojena
se zvySenim sluchového prahu (Keithley et al., 1992; Simpson et al., 1985),
degenerace stria vascularis (Buckiova et al., 2006; Buckiova et al., 2007), pokles
ve velikosti amplitudy vyvolanych kmenovych odpovédi, vymizeni DPOAE
a pokles ve stifedousni poddajnosti (Popelar et al., 2003; Popelar et al., 2006).
Kromé jednoznacnych perifernich sluchovych zmén jsou u kmene Fischer
pritomny i kognitivni poruchy projevujici se pii behavioralnim testovani (Harker
& Whishaw, 2002). V posledni dobé jsou pouZivany stale castéji i mysi modely,
zejména z diivodl genetickych manipulaci. Mysi analog k normalné, respektive
pomalu starnoucimu potkanimu kmenu, je kmen CBA/CaJ (Willott, 1986). Za
rychle starnouci je u mysi povazovan kmen C57BL/6] (Willott et al, 1993;
Willott et al., 1988).

Zhorseni identifikace ¢asovych parametri zvuki muze byt zplisobeno
poruchou inhibi¢nich okruhi, které se podili pravé na vyladéni jednotlivych
neuront pri identifikaci jemnych ¢asovych zmén (Caspary et al., 2002; Liang et
al.,, 2002). Porucha inhibice je piitomna hlavné v centralnich c¢astech sluchové
drahy a kiliry a byva spojena se starim. Jednim ze znakt starnuti u zvirat je pokles
vapnik vazicich proteint (calbindin, calretinin a parvalbumin) v interneuronech,
které jsou za inhibici pfimo odpovédny (Idrizbegovic et al.,, 2004; Ouda et al,,
2008; Zettel et al, 2003). Tyto zmény nejsou specifické jen pro sluchové
struktury, ale jsou pritomny v mozku vSeobecné; v hipokampu (deJong et al,,
1996), olfaktorickém bulbu (Hwang et al, 2003) nebo cingularni kire
(Krzywkowski et al, 1995). Co se tyCe sluchovych struktur a presbyakuze,
dochazi kpoklesu poctu bunék exprimujicich vapnik vazici proteiny v CN
(Idrizbegovic et al., 2003), IC (Zettel et al., 1997) a mozkové kiife , ale napriklad
v CGM ke zménam nedochazi.(Ouda et al., 2012)

Elektrofyziologicky se u zvirat zmény v inhibici spojuji s rozsifenim
receptivnich poli neuronti jak v IC (Simon & Frisina, 2004; Walton et al., 2002),

takiv AC (Turner et al,, 2005), pricemZ Wu et al. (2008) piimo prokazal zapojeni
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parvalbumin pozitivnich interneurond do ,tvarovani“ FRA. RozSifeni FRA
smérem ke ,komplexnim“ neuronlim reagujicim na vét$i mnozstvi frekvenci,
zplsobi jejich prevahu oproti neurontim s klasickym V/U tvarem FRA, co vede
k zvySeni excitability a tim k vétSimu neuronalnimu ,Sumu” ve stari (Kamal et al,,
2013). Vysledkem je porucha zpracovani frekvenéné modulovanych zvukl
(Razak & Fuzessery, 2009; Zhang et al., 2003), co odpovida zhorseni rozuméni

reci ve stari u lidi.

2.5.4 Moznostilécby/rehabilitace presbyakuze

Cilem 1écby presbyakuze je zlepSeni sluchové stimulace a tim privedeni
dostatec¢né informace do centralnich Casti sluchové drahy a kiiry. Vzhledem
k tomu, Ze se jednd o senzorineuralni poruchu sluchu, je klasicka chirurgicka
lécba zcela bez efektu. Dominantni roli hraje rehabilitace sluchu pomoci
sluchadlové augmentace. 1 presto, Ze cast postiZeni je relativné jednodusSe
rehabilitovatelna sluchovym pomickami (sluchadly), jenom malo lidi tuto
moznost vyuZije (dle WHO asi 1 z5), respektive jsou ochotni sluchadlovou
augmentaci pravidelné pouzivat (Salonen et al., 2013). Primérny vék pacienta,
ktery zac¢ina pouzivat sluchadlo je 74 let (Davis et al., 2007), coZ znamena Ze
pravdépodobné jiz 10 let ma zhorSeni sluchu limitujici jeho komunikac¢ni
moznosti. Relativni zlepSeni v uzivani sluchadlové augmentace prinesla digitalni
sluchadla, kterd zlepSuji kvalitu zesileni signalu, potlaceni Sumu v pozadi,
moZnost prepindni mezi jednotlivymi programy (Taylor et al., 2001).

Jednim z dlivodl sniZeného uZivani sluchadel je i nedostatecny efekt,
respektive i pres zlepSeni sluchového prahu jen mirné zlepseni zpracovani reci
v slozitych akustickych podminkach (McCormack & Fortnum, 2013), co je
pravdépodobné ovlivnéno sniZeni plasticity kiiry a zhorSenim kognitivnich

funkci (Humes et al., 2013).
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3. Cile prace

Nase prace byla zaméfena jednak na objasnéni nékterych charakteristik
struktury a funkce sluchové kiiry u zvireciho modelu, kdy jsme pouzili
laboratorniho potkana, jednak jsme se snaZili o poznani zmén struktury a funkce
lidské sluchové kiiry v souvislosti se starnutim, k tomu jsme pouzili zobrazovaci
metody magnetické rezonance

Jednim z cili bylo objasnit organizaci sluchové kiiry potkana, respektive
rozdilné vlastnosti jednotlivych poli a vrstev vramci AC na zakladé
elektrofyziologickych odpovédi neuronii na stimulaci Cistym ténem
a Sirokospektralnim Sumem (BBN). Dlivod proc¢ byli vybrani potkani na hranici
dospélosti, byla pak naslednd sada pokusli smérovana na identifikaci
elektrickych vlastnost neuronit pomoci metody terc¢ikového zamku. Vysledky
pokust nas pak zpétné dovedli opét k extraceluldrnimu snimani a identifikaci
typl neuront na zakladé priibéhu AP a jejich zastoupeni v jednotlivych vrstvach
AC.

Po identifikaci poli a zlepSeni anatomickych znalosti pti hledani AC jsme
pristoupili k charakteristice zmén na Urovni sluchové kiiry a drahy ve stari.
Prvnim zkoumanym modelem byli starnouci potkani a hladina enzymi
glutamatdekarboxylaza (GAD) 65 a 67 specifickych pro produkci inhibi¢niho
neurotransmiteru kyseliny y-aminomaselné (GABA).

Vysledkem pokustli na potkanech bylo pomérné vyrazné snizeni GAD 65
a 67 ve stari, a tedy predpoklad obdobnych zmén i u clovéka. Sluchova kiira
adraha clovéka byla vySetfena pomoci MRI technik s cilem identifikovat
obdobné chemické zmény respektive hladiny neurotransmiteri (MR
spektroskopie), morfometrické zmény v AC (MR morfometrie) a sluchové draze
(DTI) a nakonec i funkéni zmény AC (fMRI). Vybér dobrovolnikd byl smérovan
k identifikaci vSeobecnych zmén ve stari, respektive zmén v sluchové draze

a kiire zpisobenych postiZenim vnitiniho ucha ve stari.
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3.1 Pracovni hypotézy

1. LiSi se vlastnosti neuronti mezi jednotlivymi oblastmi sluchové kiiry
a v ramci rozdilnych korovych vrstev?

2. M4 rozdilnad reakce neurond na typy zvukové stimulace v primarni
sluchové ke a okrajové oblasti zdklad v rozdilnych elektrickych
vlastnostech neuronii a lze tyto odliSné vlastnosti zaznamenat i pii
extracelularnim snimani?

3. Dochazi ke zméné celkovych hladin glutamatdekarboxylazy v sluchové
kilite, colliculus inferior a zrakové kiire ve stafi a méni se pocet
a morfologie neuronti exprimujicich GAD?

4. Lze identifikovat zmény v hladinach zdkladnich neurotransmiteri
ve sluchové kiire ¢lovéka ve spojeni se starim, respektive se stupném
presbyakuze?

5. Dochazi k morfometrickym zménam v sluchové kiire a sluchové draze
u ¢lovéka ve stari, respektive pti riznych stupnich presbyakuze?

6. Méni se rozsah aktivace sluchové kiiry ve stati a pri zhorSeni funkce

vnitiniho ucha?
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4. Material a metody

4.1 Experimenty na zviratech

4.1.1 Vlastnosti neuronu v riznych polich sluchové kiry potkana

V experimentech spojenych sextracelularnim snimanim odpovédi
neuront s cilem porovnat vlastnosti jednotlivych vrstev a poli v AC byly pouziti
potkani kmene Long Evans (2 samci, 8 samic, vék 30-35 dni, vdha 80-105 g).
K anestezii byla pouZita intramuskularni aplikace ketaminu (33 mg/kg)
a xylazinu (6 mg/kg), télesna teplota byla udrzovana na 37°C. Hlava potkana byla
fixovana drzakem, pri¢emZ obé usi zlistaly volné. Kraniotomie s priimérem 5 mm
byla provedena nad predpokladanou lokalizaci AC a nasledné byla odstranéna
tvrda plena. Na kiiru byl nanesen agar k udrZeni teploty a vlhkosti. Elektroda
byla porizena fotografie povrchu mozku.

Zvukova stimulace byla provadéna zvolného pole, reproduktor byl
vzdalen priblizné 60 cm od hlavy potkana. Ke zvukové stimulaci byly pouzity
nahodné se ménici (1/4 oktavové kroky) Cisté tony (0,5-36 kHz, 60 ms trvajici
stimul, 5 ms nabéZna/sestupna hrana, 1 opakovani, intenzita 0-100 dB SPL, 5 dB
kroky) a Sirokospektralni Sum (60 ms trvajici stimul, 5 ms nabézna/sestupna
hrana, 80 dB SPL, 30 opakovani). Aktivita neuronii byla snimana pomoci 16
kanalové elektrody (NeuroNexus, single shank, vzdalenost snimacich kanall
50 pm) po jejim zavedeni do hloubky priblizné pomoci mikromanipulatoru (0,1
um krok; MCL, Marzhauser Wetzlar) pod zrakovou kontrolou (mikroskop s 32x
zvétSenim).

Aktivita neuronti byla zesilena a digitalizovana predzesilovatem Medusa
RA16PA p (A/D vzorkovani 25 kHz) a nasledné prevedena do zesilovace Pentusa
RX5-2. Data byly zpracovany pomoci softwaru Brainware a dale pak analyzovany

s vyuzitim vlastnich programii vytvoienych v prostiedi MatLab.

32



4.1.1.1 Urceni hloubky elektrody a snimacich kanal v AC

Za ucelem hloubkové analyzy odpovédi byly 4 mozky histologicky
zpracovany kpotvrzeni hloubky zavedeni elektrody. Pozice nejhlubSiho
snimaciho kanalu byla oznacena pomoci el. proudu (12 s, 0,4 mA). Po perfuzi
zvirete a fixaci (4% paraformaldehyd), byl mozek nakrdjen na 50 pm frizky
a barven podle Nissla. Preparaty byly prohliZeny na mikroskopu Leica DMRXA
a pravdépodobna pozice elektrody ve vrstvé kiiry byla urcena dle prace Games

a Winer (1988).

4.1.1.2 Analyza vlastnosti neuronii

Ve vétSiné pripadi byla jednim snimacim kanalem zaznamenana aktivita
vice neuront. Kziskani jednotkové aktivity, byla provedena off-line analyza
parametri akcéniho potencidlu (APT): tvar a casovy pribéh viny APT
a posthyperpolarizacni faze (AHP), amplituda, ¢as mezi maximalnim a minimalni
napétim. K vlastni analyze vlastnosti neuront byla pouZita jenom jednotkova
aktivita.

Odpovédi neurontl na stimulaci pomoci Sirokopdsmového Sumu (broad-
band noise - BBN) v prvnich 250 ms od zahajeni stimulace (bin 1 ms ) byly
pouzity kvytvoreni poststimula¢nich histogramli a hodnoceni nasledujicich
parametru:

1) Spontanni aktivita (v pribéhu 12 ms od zacatku stimulace nebo v dobé od
190 do 250 ms).

2) Minimalni latence (¢asovy odstupu vyvolané odpovédi od zacatku stimulace)

3) Velikost odpovédi- vypoctena pro 3 rlizné casové periody trvajici 60 ms.
Prvni ,on“ perioda trvala od 12 do 72 ms od zacatku stimulace; druha ,off"
perioda od 72 do 132 ms a treti ,pozdni off* perioda od 132 do 192 ms.
Velikost odpovédi byla vypoctena jako pocet akcnich potenciali (APT)
v pribéhu stimulace s odectenim spontdnni aktivity. Na zdkladé odpovédi
spadajici do jednotlivych ¢asovych period, byly odpovédi neuronii rozdéleny

na on odpovédi, off a pozdni off.
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4) 5 rozdilnych typl odpovédi neurond bylo identifikovano v priibéhu prvni
periody na zakladé prechozich publikaci (Nuding et al, 1999; Recanzone,
2000):

i) Fazicka (pure onset) odpovéd (kratka reakce na zacatek stimulace bez
dalsi tonické aktivity)

ii) Fazicko-tonicka (onset-sustained) odpovéd (dominantni odpovéd na
zacatek stimulace nasledovand mensi tonickou aktivitou v priibéhu
stimulace)

iii) Tonickd (sustained) odpovéd (aktivita bez jasného vrcholu trvajici
minimalné 20 ms)

iv) Dvojvrcholova (double-peak) odpovéd’ (po inicidlni fazické odpovédi
nasledovala minimalni aktivita po které byla dalsi fazicka reakce)

v) Pozdni tonicka (late onset) odpovéd (minimalni latence odpovédi
presahla 32 ms)

5) Trvani vrcholu odpovédi (¢as mezi prvnim a poslednim binem, ve kterém

vyvolana odpovéd dosahla alesponi 50 % maxima odpovédi).

Vsechna elektrofyziologickd data byla analyzovdna pomoci programi
Excell 2007 a GraphPad Prism 5.0. K statistické analyze byla pouZita jednocestna
Anova s Tukeyho korekci nebo dvoustranny t test s hladinou signifikance p=0,05.

Odpovéd na stimulaci ¢istymi tény byla pouZita k dalsi charakteristice
neuront:

1) Frekvencné intenzitni oblast (FRA) zobrazuje odpovéd neuronu jako funkce
frekvence a intenzity tonového stimulu.

2) Charakteristicka frekvence (CF) byla urCena jako frekvence odpovédi
neuronu na nejnizsi intenzitu stimulace (prah odpovédi neuronu).

3) Variabilita CF neurond vramci meéficiho mista byla vypoctena jako rozdil
mezi minimalni a maximalni CF (v oktavach) zaznamenanych ze snimacich

kanald.
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4.1.1.3 Tvorba frekvenc¢nich map

Priimérna charakteristicka frekvence (vypoctena z CF namérenych pro
kazdy snimaci kanal) byla vypoctena pro kazdé mérici misto a zaznamendana do
fotografie povrchu AC dle pozice elektrody a vaskularizace.

Celkova mapa byla vytvorena ze vSech individualnich map, které byly
prekryty jedna pies druhou na zakladé pozice vici sulcus rhinalis, arteria
cerebelaris media, a hranicim mezi okrajovou oblasti, Al a UR. Hlavnim kritériem
pro upraveni pozice individualnich map byl smér tonotopie. U kazdého zvirete
byly zaznamenany zakladni hodnoty CF, pricemz vzdy byla zachovana
tonotopicka organizace (od nizkych po vysoké frekvence) v Al a AAF (od
vysokych po nizké frekvence). Mapy byly nasledné prekryty jedna pres druhou
na zakladé frekvencni distribuce. Pozice cév na povrchu AC byly vysoce
individualni bez jasného schématu usporadani. Ke kazdé CF byla prirazena

prislusna barva.

4.1.2 Nepublikované vysledky (snimani rozdild mezi neurony v Al a okrajové

oblasti extraceluldrné a ter¢ikovym zdmkem)

4.1.2.1 Tercikovy zamek

Pokusy byly provadény na potkanech Wistar (30-35 dnii). K identifikaci
Al a okrajové oblasti bylo pouZito extracelularni snimani zvukem vyvolané
aktivity (akustickd stimulace i priibéh méteni byl stejny jako v praci Vlastnosti
neuronli vriznych polich sluchové kiliry potkana, byla pouZita sklenéna
elektroda naplnéna 3% roztokem KCl). Po identifikaci hranice mezi Al a medialni
okrajovou oblasti bylo rozhrani oznaceno injekci Evansovou modfi. Potkan byl
nasledné usmrcen, mozek po vyjmuti podchlazen, sluchova kilira nakrajena na
koronarni fizky (tloustka 350-400 pm), které byly nasledné 1 hodinu
inkubovany pri 32-33° C v roztoku (ECS) pripominajicim extracelularni tekutinu
(130 mM Na(l, 3,5 mM KCl, 24 mM NaHCOg, 1,25 mM NaH2P04, 0,5 mM CaCly, 3,0
mM MgCl, a 10 mM glukéza (Atzori et al, 2001)). V pribéhu

elektrofyziologického zaznamu byly fezy pribézné promyvany (2-2,5 ml/min)
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okyslicenym ECS roztokem supravenymi koncentracemi Ca a Mg (1,5 mM )
o teploté 33-34° C. Snimaci sklenéné mikropipety byly naplnény (ICS) roztokem
pripominajicim intracelularni tekutinu (uvadéno v mM: 102 K-glukonat, 32,5
KCl, 10 HEPES, 0,1 EGTA, 4 Mg2ATP, 0,6 NaGTP a 10 TrisPCr, pH bylo upraveno
na 7,2-7,3 doplnénim KOH a osmolarita byla 275-285 mOsm). Po naplnéni mély
mikropipety odpor 3-6 M. Pro morfometrickou analyzu snimanych neuront
obsahoval ICS také biocytin, ktery byl po skonceni pokusu konjugovan
s avidinem nesoucim fluorescen¢ni barvivo. K blokadé In kandlu byl pouzit
specificky blokator ZD 7288. K statistické analyze byla pouZita jednocestna
Anova a Dunnettova korekce, nebo dvoustranny t-test, s minimalni drovni

signifikance p=0,05.

4.1.2.2 Extracelularni snimani priibéhu akénich potenciali (APT)

K vysSetieni byly pouzity Wistar potkani (n=10, 30-35 dnti) pricemz
pribéh experimentu byl stejny jako v praci porovnavajici vlastnosti neuront
v riznych polich sluchové kiliry potkana. Neurony snimané z celé sluchové kiry
byly pouzity k identifikaci neuronalnich podtypi. K dalsi charakteristice podtypi
byly dale pouzity jenom neurony ze IV. vrstvy Al a jejich odpovédi na ménici se
stimulaci (opakujici se kliky, interval mezi kliky: 20, 50, 100, 250ms, 80 dB
a 50 dB); BBN stimulace (délka stimulu 50, 100, 150 ms; 5 ms nabéh/pokles,
80 dB a 50 dB).

4.1.3 Zmeény hladiny GAD enzymu ve stari v sluchovém systému potkana

K méreni hladin enzymu GAD a nasledné stereologii bylo pouZito 30
potkanti Long Evans (3-5 mésict starych n=15, 30-35 mésictl starych n=15).

Imunohistochemické méreni bylo provedeno na Long Evans potkanech
(stari 3-5 mésicli, n=5 a 30-35 mésici,n=5) pro GAD 67 a pro GAD 65 (staii 3-5
mésicli, n=4 a 30-35 mésicl, n=4). Po perfuzi zvirete (fyziologicky roztok
a 4% roztok paraformaldehydu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH = 7,4), byl mozek

fixovan a nasledné nakrajen na mikrotomu na jednotlivé rezy (tlouStka 40 pm).
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Rezy byly nasledné inkubovany pod dobu 1h (kozi sérum - Vector) a 24 h v PBS
(4° C) obsahujicim anti-GAD67 nebo anti-GAD65 protilatky, dale v roztoku
s biotinylovanou sekundarni protilatkou po dobu 1h a nasledné s avidin-
peroxidazovym komplexem.

VySetfeni metodou western blot (LE potkani stafi 3-5 mésicli, n=6
a 30-35 mésici, n=6) bylo provedeno na vzorcich sestavajicich se z IC, sluchové
azrakové kiry (po dekapitaci a podchlazeni byl mozek vyjmut, nasledné
zmrazen aZz do homogenizace Potter-Elvehjemovym homogenizatorem,
v homogeniza¢nim pufru 0,05 M Tris-NaCl (pH 7,4) sinhibitory proteaz).
Stanoveni koncentrace proteinii ve vzorcich bylo provedeno Bradfordovou
metodou s pouZitim hovéziho sérového albuminu (BSA) jako standardu. Po
ziedéni byly proteiny rozdéleny do jednotlivych vzorkl elektroforézou
s naslednym prenosem na celul6zovou membranu. Membrany byly inkubovany v
blokovacim roztoku 5% nizkotu¢ného mléka v TBST, promyty (3x kratce 3x5
minut v TBST) a inkubovany pres noc pri teploté 4°C v roztocich primarnich
protilatek: GAD65, GAD67 a aktin. Po dalSim promyti byly nasledné inkubovany
vroztoku sekundarni protilatky konjugované oxida¢ni metodou s kienovou
peroxidazou. Detek¢ni roztok byl pripraven smichanim roztoku A (luminol) a B
(H202) v poméru 40:1. Membrany byly exponovany na autoradiograficky film, po
vyvolani naskenovdny a hladiny GAD stanoveny programem ImageQuant.
Hladiny GAD65 a GAD67 byly vypocteny jako podil optické denzity
poZadovaného proteinu oproti aktinu.

K stereologickému hodnoceni byly vybrany casti fezli odpovidajici IC,
sluchové a zrakové kiire dle anatomickych atlasti (George & Charles, 1998; Zilles
& Wree, 1985) a s pomoci fezli barvenych podle Nissla (predevSim ohraniceni
sluchové kiiry). Pro hodnoceni zmén imunoreaktivity GAD byl pouzit opticky
disektor (West a spol, 1991; Mayhew a Gundersen, 1996). K hodnoceni byl
pouzit svételny mikroskop Leica DMRXA spojeny s digitalni kamerou (Optronics,
1600 x 1200 pixelli) a nasledné obrazova analyza pomoci softwaru Neurolucida
(MicroBrightField, USA) pri 100 nasobném zvétSeni se stalou velikosti
hodnoticiho rdmecku (3880 um?), vy$ka optického disektoru byla konstantné na

5 um. Kazdy neuron v hodnoticim ramecku byl zapocitan v okamziku, kdy jeho
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jadro bylo v maximalnim zaostfeni. V této poloze bylo bunécné télo obkresleno
kurzorem aautomaticky byly zméreny morfologické parametry a opticka
denzita. Hodnocena byla jen GAD+ somata vétSi nez 5 um a s viditelnym
jadérkem. Objem jednotlivych somat neuronti byl uréen pomoci tzv. nukleatoru
(estV = 4/3 x m x (ml3), kde ml3). Normalizovana hodnota optické denzity byla
pocitdna v kazdém ftezu jako podil mezi primérnou optickou denzitou
analyzovanych GAD+ neurontl a primérnou optickou denzitou odpovidajiciho
poctu imunonegativnich bunék v témze fezu (tj. pouze nespecificky zbarvenych -
viditelnych jako obrysy na pozadi) (Ling et al.,, 2005). Pri nejasném nalezu byl
proveden 2. krok, kdy byly neurony s nejasnym nalezem vylouceny z analyzy,
pokud nameérena opticka denzita nebyla vyss$i neZ dvojndsobek primeérné
optické denzity imunonegativnich bunék v daném rezu.

K statistické analyze rozdili vjednotlivych ndlezech mezi skupinami
mladych a starych zvirat byl pouzit neparametricky dvoustranny Mann-Whitney
test jak pro histochemii a imunohistochemii, tak i pro western blot. Data
zwestern blotu byla pouzita kanalyze rozdili mezi hladinami proteini
v jednotlivych strukturach a rozdil v mite velikosti poklesu pomoci jednocestné

Anovy s Bonfferoniho korekci.

4.2 MRI experimenty

VSechna MRI vySetreni byla provedena pomoci systému Siemens TRIO 3 T
pri pouziti Tx/Rx hlavové civky.

Zadny z vy$etienych dobrovolniki nepodstoupil v minulosti operaci ucha,
nemél vertigo nebo tinnitus, trauma hlavy, 1ézi licniho nervu, postizeni kréni
patere, patologii CNS (postiZeni kréni patere resp. patologie CNS nebyly cilené
vySetrovany, dobrovolnici na cileny dotaz neuvedli, Ze by pro jedno nebo druhé
byli sledovani u lékare; na T2 vaZenych MRI snimcich bylo ve vySetiované oblasti
temporalniho laloku nalezeno jenom minimum gliovych zmén a nebyly
vySetfujicim  povoZovany za vyznamné) a MR vySetfeni nebylo
kontraindikovano. Vramci MRI studie bylo vylou¢eno 5 dobrovolniki pro

nahodné zjiSténou intrakranialni patologii (vzdlené metastazy, schwanom 8.
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hlavového nervu, gliové zmény (jizvy) v kilife, korova atrofie, zvétSené mozkové

komory).

4.2.1 Audiologické vySetieni

VSichni dobrovolnici méli vySetfeny sluch pomoci vysokofrekvencni
audiometrie (125 Hz - 16 kHz, 5 dB kroky) s cilem identifikovat sluchovy prah.
VSichni dobrovolnici méli tympanometrickou kiivku typu A, coZ potvrdio
fyziologické tlakové poméry ve stiedousi.

OAE byly vySetieny pomoci systému ILO 96. Nelinearni klik (0,5-6,0 kHz,
gain 81 dB) byl pouzit kvySetreni TEOAE. KvySetireni DPOAE byly pouZity
2 primarni tény (f2/f1=1,22 s L1=65 a L=55 dB SPL), pricemZ amplituda DP byla
mérena na frekvenci 2f;-f2.

K vySetreni recové audiometrie byly pouZity testy dle Seemana (Seeman,
1960) s cilem identifikovat SDS a MDL. K vySetreni srozumitelnosti feci v Sumu
byly pouZita Ceska vétna audiometrie dle Dlouhé (Dlouha & Vokial, 2011),
intenzita Sumu v pozadi byla 65 a 70 dB SPL. Sluch byl hodnocen i dle Gardner
Robertsonovi klasifikace (Gardner & Robertson, 1988).

4.2.2 Zmény hladiny metabolitd v sluchové kure clovékau presbyakuze

zobrazené pomoci MR spektroskopie

K identifikaci hladin metaboliti v AC bylo vySetfeno 53 subjekti. Na
zakladé audiometrickych vysledki mélo 17 subjektii téZkou formu presbyakuze
(EP, 8 Zen, 9 muzi, primérny vék 71.2 + 5.2 let), 18 lehkou formu presbyakuze
(MP, 13 Zen, 5 muzi, 67.3 + 1.9 let). 18 mladych dobrovolniku bylo pouZito jako
kontrolni skupina (YC, 7 Zen, 11 muzi, 24.4 + 2.3 let). U vSech pouzitych
zadznamu byla kvalita spekter dostate¢na. Ve 2 pripadech i pres ru¢né doladéni a
opakované snimani byla kvalita spekter nedostatecna, proto nebyly pouzity
k statistickému zpracovani.

Zakladni T2 vazené snimky (turbo spin echo sekvence, TR/TE = 4400/99
ms, 4 mm) byly doplnény k lokalizaci spekter. MPR sekvence (1 mm fezy) byla
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pouzita k separaci bilé hmoty (WM), Sedé hmoty (GM) a mozkomiSniho moku
(CSF). Technika jednoho voxlu (PRESS: TR/TE = 5000/ 30 ms, 64 akvizici) pri
velikosti oblasti zajmu (VOI) 8 a 18 ml MRs byla pouZita k spektroskopickym

méfenim centrovanym na oblast Heschlova zavitu v temporalnim laloku (Obr. 7).

Data z MRS byly analyzovana pomoci LC modelu (Provencher, 1993).
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Obr. 7. Priklad lokalizace mérenych spekter (maly 8 ml VOI cerny a velky 18 ml
bily) vtempordinim laloku vobou hemisférach ve VOI centrovaném kolem
Heschlova gyru.

K statistickému zhodnoceni vysledkli byla pouzita jednocestnd Anova

s Tukeyho korekci (hladina signifikance p=0,05).

4.2.3 Morfometrické zmény v Sedé a bilé hmoté sluchové kiry a sluchové drahy

u ¢lovéka ve stari

Morfometrické zmény v Sedé a bilé hmoté byly méreny u 17 dobrovolniku
s tézkou formou presbyakuze (EP, n = 17 pro morfometrii 70,38 + 1,18; 5 muZzl
a 12 zen; n =15 pro DTI, 70,43 * 1,34; 9 muZzl a 6 Zen), 17 dobrovolniku s lehkou
formou presbyakuze (MP, n = 17 pro morfometrii, 67,9 + 0,45; 5 muZzt a 12 Zen;
n =12 pro DTI, 68,04 + 0,6; 5 muzti a 7 Zen) a 20 mladych dobrovolniku tvoricich
kontrolni skupinu (YC, n = 20 morfometrie, 24,34 + 0,51, 11 muztia 9 Zen; n = 12
pro DTI; 25,3 + 0,72; 4 muZi a 8 Zen). VSichni dobrovolnici byli pravaci dle
Edinburského dotazniku.

Pro DTI méreni byla pouZita EPI spin echo sekvence (TR/TE = 8000/88
ms, PAT = 2, 64 smért difuze, b = 0/1100, velikost voxelu 2x2x2 mm). K 3D
strukturalnimu snimdani byla pouZita rapid aquisition gradient echo sekvence
(MPRAGE; TI/TR/TE = 900/2300/4,63 ms). Strukturalni snimky byly pouzity
k morfometrické analyze a vytvoreni masky bilé hmoty pod HG. K odstranéni
geometrickych odchylek EPI dat byly pouZity mapy pole Bo.

Rekonstrukce kiiry (Obr. 8) a volumometrickd segmentace byly vytvoreny
pomoci programu Freesurfer (Fischl, 2012). Automaticka segmentace kiry na
gyry a sulky (Desikan et al.,, 2006) pomoci Destriouvych pravdépodobnostnich
atlasti (Destrieux et al., 2010) byla pouZita na parcelaci gyrus temporalis
transversus anterior - Heschliiv gyrus (HG), planum temporale (PT) a gyrus
frontalis inferior. K parcelaci primarni zrakové kiry (V1, Brodamnova area 17)
byl pouZit atlas Martinosova centra pro zobrazeni a Institutu neurovéd

a biofyziky (https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/fswiki/BrodmannAreaMaps).
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superior/medial

posterior

anterior

inferior/lateral levy temporalni lalok

Obr. 8. 3D vizualizace tempordiniho laloku u 1 dobrovolnika. Barevné jsou
vyznaceny ROI sluchové kiiry (Heschliiv gyrus cervené, planum temporale modre),
které byly pouZity k morfometrickému méreni. Cdst kiiry je artificidlné zvednuta,
aby byla prehlednéjsi sluchovd kiira, kterd je uloZena hloubéji v laterdlnim zdrezu.

K zpracovani DTI méreni byl pouZit program FMRIB (Jenkinson et al.,
2012). Pravdépodobnostni traktografie vznikla pouZitim systému EDPOSTX
a PROBTRACKX a modelu kriZicich se vlaken (Behrens et al., 2007). K traktografii
casti sluchového drahy byla ru¢né urcena pozice IC a nasledné byla vytvorena
maska drahy mezi IC a HG (AP) (Obr. 9) pfi prahovani 10 %. Indexy DTI: FA, MD,
L1 a AvgL2L3, byly vypocteny jak pro AP tak i pro bilou hmotu pod Heschlovym
gyrem (WM_HG).
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anterior

posterior

Obr. 9. 3D vizualizace tii ROI v ¢dsti sluchové drdhy (béZovd) mezi IC (Cervené)
a bilou hmotou pod Heschlovym zdvitem (zelené) u 1 dobrovolnika. Pro lepsi DTI
analyzu bilé hmoty byly ROI proloZeny b=0 zobrazenim u kaZdého dobrovolnika.

K statistické analyze MR morfometrie a DTI byl pouZit linearni smiSeny
model (skupina, lateralita a jejich interakce byly pouZity jako fixni efekty), bylo
sledovano 5 proménnych: vék (YC vs. MP), presbyakuze (MP vs. EP), lateralita
a 2 interakce (EP vs. lateralita, YC vs. lateralita). Statistické testy byly provedeny
pomoci softvéru enviroment R (RDC Team, 2010) a nlme (Pinheiro et al., 2010).
K hodnoceni statistické signifikance byly pouzity 2 Urovné. Nekorigovany prah
signifikance na drovni p=0,05 a vice konzervativni pristup vyuZzivajici

Bonferroniho korekci vicendsobného testovani.

4.2.4 Zmeéna aktivace sluchové kiry ¢lovéka ve stari

KfMRI vySetreni AC bylo pouzito 58 subjekti. Na zakladé
audiometrickych vysledki meélo 15 subjekti tézkou formu presbyakuze (EP, 6

zen, 9 muzl, prumérny veék 70,7 + 1,37 let) a 15 lehkou formu presbyakuze (MP,
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11 Zen, 4 muzi, 67,9 * 0.49 let). 18 mladych dobrovolniku bylo pouZzito jako
kontrolni skupina (YC, 7 Zen, 11 muzg, 23,75 + 0,38 let).

GRE-EPI sekvence (TE = 30 ms, TR = 8 s, flip tthel = 90°, voxel 3x3x3 mm3,
30 tezl o tloustce 3 mm) byla pouzita k fMRI. Pro snimani aktivity kiiry byl
pouzit princip hodnoceni jednotlivych udalosti (event related). K akustické
stimulaci byl pouZit riZovy Sum (1/3 oktdvy) centrovany kolem jedné z5
frekvenci (350 Hz, 700 Hz, 1,5 kHz, 3 kHz, 8 kHz), pfehrdn MRI kompatibilnimi
sluchatky. Stimuly byly prehravany pseudo nahodné (kaZzda frekvence 10x)
v pribéhu méreni, které obsahovalo 152 dynamickych objemi (opakovani po
8 s) a trvalo 20 minut. Dobrovolnici po uslySeni zvukového stimulu méli za dkol
zmacknout tlacitko.

FMRI zaznamy byly hodnoceny programem SPM 8 (Welcome Trust
Centre for Neuroimaging, London, UK) s upravenim pomoci ¢asovani, vyhlazeni
6x6x6 mm a normalizaci dle MNI 152. U kazdého dobrovolnika byla vypoctena
individualni aktiva¢ni mapa dle vSeobecného linearniho modelu (GLM) pro
kazdou stimulac¢ni frekvenci (prah pro stanoveni aktivace byl u vSech
dobrovolnikil identicky). K porovnani rozsahu aktivace jednotlivych skupin byla
pouzita skupinova statistika (t-test, p=0,05 FWE korekce). Rozdily mezi
skupinami  byly porovndny neparovym dvou vybérovym t-testem
s nekorigovanym prahem p=0,001. Metoda bootstrap (Wilke & Lidzba, 2007;
Wilke & Schmithorst, 2006) byla pouzita k vypocteni lateralizacného indexu (LI)
rozdilovych map (napi. MP > YC). Parametry SPM LI toolboxu pro vypocet LI:
sub-sample velikost k=25 %, nejmensi vzorek 5, maximdlni velikost vzorku

10 000, pouzity byly jenom voxly z temporalniho laloku.

Pribéh zvirecich experimentti i MR studie byly schvaleny etickou komisi

FN Motol, IKEMu a UEM AVCR.
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5. Vysledky

5.1 Vlastnosti neuroni v raznych polich sluchové kiry potkana
Celkové jsme hodnotili zdznamy z 1981 neuronti (Al _ 685, UR _ 316, AAF
_ 319, SRAF _ 348, PAF _ 145, okrajova oblast _ 168) v hloubce do 950 pm, které
pochazely ze 169 méricich mist (vpichii) vAC 10 potkand (Obr. 10. A).
K vytvoreni tonotopické mapy jsme pak pouZili jesté dalSi méreni celkové ze 403

mist v AC.

5.1.1 Frekvencni organizace sluchové kiry potkana

Hranice sluchové kiry, které byly vyznaceny na zakladé opovédi neuronti
na BBN a odpovédi na stimulaci Cistym ténem, odliSily centralni sluchova pole
a okrajovou - okrajovou oblast. Neurony lokalizované v okrajové oblasti
nereagovaly na stimulaci Cistym ténem. Okrajova oblast byla lokalizovana hlavné
za medialni a dorsalni hranici Al. Identifikovali jsme nékolik neuronii reagujicich
jenom na stimulaci BBN, které mohou byt soucasti okrajové oblasti, rostralné od
AAF.

Neurony lokalizované v oblastech Al, AAF, SRAF a PAF odpovidaly typicky
na stimulaci Cistym tonem s jasné identifikovatelnou charakteristickou frekvenci
(CF) (Obr. 10. B). CF v naSem pokusu byly zaznamenany v rozsahu 0,7 az 36 kHz.
Na zakladé CF, lze urcit tonotopické gradienty v Al, AAF a SRAF, pricemz gradient
v SRAF byl nejméné priikazny. Neurony v PAF reagovaly na stimulaci v rozsahu
8,5 az 20 kHz bez evidentniho tonotopického usporadani. Reverzni zména sméru
tonotopického gradientu je celkem spolehlivy nastroj na wurceni hranic

sluchovych poli, zejména mezi Al a AAF.
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Obr. 10. Mapa poli sluchové kiiry dle CF vpravo. A. Priklad individudIni mapy CF
z pravé AC (¢isla odpovidaji CF v misté mériciho mista, cerné tecky znamenaji
mérici mista, kde neurony odpovidaly jenom na stimulaci BBN, X znamend misto
kde neurony nereagovaly na BBN nebo cCisté tony). B. Deset individudlnich map bylo
pouZito k vytvoreni schematické mapy AC. Schematickd mapa vznikla proloZenim
map na zdkladé tonotopické organizace a hranic mezi Al, AAF a okrajovou oblasti.
K orientaci byly pouZity arteria cerebri media (MCA) a vena suprarhinalis; jejich
pozice ale byla vysoce individudIni. Frekvencné intenzitni oblast (FRA) z Al (B 1)
s ostre ohranicenou frekvencni krivkou svyraznou charakteristickou frekvenci
(CF), neuron z UR (B 2) odpovidd jenom na zvuky s vysokou intenzitou, u neuronti
z okrajové oblasti (B 3) chybi odpovéd’ na cisté tony. V obrdzcich B1, 2 a 3 erné
tecky reprezentuji vyvolanou odpovéd' (porovndni reakci v priibéhu stimulace
a spontdnni aktivity); ¢im vétsi je rozdil mezi vyvolanou a spontdnni aktivitou, tim
vetsi je tecka, pokud byla odpovéd mensi néZ spontdnni aktivita, byl pouZit prdazdny
krouZek.

Medialné od spolecné hranice Al a AAF je vimezerena nespecificka oblast
(UR). Neurony UR sice odpovidaly na stimulaci BBN a cistym ténem, ale bez
jednoznacné CF (i pri stimulaci nejvyssimi frekvencemi jsme nebyli schopni
nalézt vrchol oznacujici CF). Reakce na stimulaci Cistym ténem byla pfitomna
jenom pri intenzité stimulu 60 dB a vice.

Nékolik neuronli odpovidalo jenom na stimulaci cistymi tony. Tyto
neurony byly ndhodné rozmistény ve vSech sluchovych polich, bez zavislosti na
CF; 42 neuront v Al (6,1 %), 13 v AAF (4,1 %), 14 v SRAF (4 %), 2 v PAF (1,4 %)
a 6 v UR (1,9 %). Na druhovu stranu jsme v centralnich polich nalezli i neurony

odpovidajici jenom na stimulaci BBN (podobné jako neurony v okrajové oblasti);
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24 takovych neuronti bylo nalezeno v Al (3,5 %), 28 v AAF (8,8 %), 25 v SRAF
(7,2 %), 2 v PAF (1,4 %) a 40 v UR (12,6 %).

VétSina neurond v centralnich polich méla frekvenc¢ni prahovou kiivku
(frequency response area - FRA) tvaru Vnebo U, ale identifikovali jsme
i neurony reagujici na velice uzké spektrum frekvenci nebo naopak s Sirokou
FRA, nebo bez jednoznatné vyhranéné CF (komplexni). Tyto neurony byly
ndhodné rozmisténé v AC, bez specifické hloubky a vjejich okoli byly

lokalizovany standardné odpovidajici neurony.

5.1.2 Zména CF dle mériciho mista a hloubky

Neurony zjednoho meériciho mista nezavisle na umisténi snimaciho
kanalu v hloubce mély témér vidy podobnou CF (U/V typ FRA) s variabilitou
0,34 + 0,035 oktavy ve AAF, 0,36 + 0,043 v Al, 0,43 £ 0,039 v SRAF a 0,33 £ 0,071
v PAF (jednocestna Anova, Tukeyho korekce, rozdily nejsou statisticky
signifikantni). Identifikovali jsme nékolik neuroni, které mély komplexni FRA
bez jednoznacné CF a vétSinou byly lokalizovany do jednoho mériciho mista
(avsak riznych snimacich kanald). Nejvétsi pocet neurond s komplexni FRA byl
nalezen v AAF (20,8 %), dale na 18,2 % méricich mist v PAF, 14,7 % v SRAF

anejméné v Al 12,5 %.

5.1.3 Typy neuronovych odpovédi

VSechny neurony byly rozdéleny do 3 skupin (on, off a pozdni off) na
zakladé jejich odpovédi na stimulaci BBN v ramci specifické ¢asové periody.,On"
odpovédi neuronii (87,94 %) spadaly do periody 12-72 ms od zacatku zvukové
stimulace. Off odpovédi (6,03 %) a pozdni off odpovédi (6,03 %) byly
charakterizovany zacatkem reakce aZ po ukonceni zvukové stimulace, bud
v pribéhu off periody, pozdni off periody, nebo obou.

Nejvic neuronli stypem reakce off bylo nalezeno v SRAF (10,53 %)
anejméné v UR (3,03 %). Neurony reagujici v pribéhu pozdni off periody byly
hlavné v AAF (7,96 %) a nejméné v PAF (2,1 %). Analyza typu odpovédi na
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zakladé pozice vjednotlivych vrstvach ukazala, Ze dominuji neurony reagujici
von periodé nezavisle na vrstvé; podobné i neurony s pozdni off reakci byly
CastéjSi témeér ve vSech vrstvach nez neurony reagujici v priibéhu off periody
(vrstva 1/2 obsahuje 82,8 % on, 6,5 % off a 10,7 % pozdnich off odpovédi; vrstva
3 obsahuje 85,8 % on, 59 % off a 8,2 % | pozdnich off odpovédi; vrstva 4
obsahuje 88,5 % on, 4,1 % off a 7,4 % | pozdnich off odpovédi; vrstva 5 obsahuje
90,8 % on, 5,1 % off a 4,1 % pozdnich off odpovédi; a vrstva 6 obsahuje 92 % on,
3,7 % off a 4,3 % pozdnich off odpovédi).

Detailnéjsi klasifikace neuronti reagujicich v priibéhu on periody vychazi
sanalyzy PSTH. Neurony byly rozdéleny do 5 kategorii odpovédi: fazické,
fazicko-tonické, tonické, dvojvrcholové, pozdné-fazické (Obr. 11. B). Pozdné-
fazicka kategorie byla vytvorena dle histogramu nejkratsich latenci odpovédi na
BBN stimulaci (Obr. 11. A).

Ve vSech sluchovych polich byl nejcastéjsi fazicky typ, snejvySSim
nejcastéjsi typ on odpovédi byl fazicko-tonicky, ktery je charakterizovan
pretrvavanim vyvolané aktivity po poCate¢nim fazickém vrcholu. Fazicko-tonicky
byl nejcastéjsi v PAF (31,11 %) a nejméné cCasty v UR (13,22 %) (Obr. 11. A).
V AAF, UR, SRAF a okrajové oblasti byl tfetim nejcastéjSim typem tonicka
odpovéd (primérna délka vyvolané odpovédi byla v rozsahu 31,59 + 1,29 v UR
a35,88+1,75 ms v Al). VPAF nebyly nalezeny neurony s tonickym typem
odpovédi. VAI (10,09 %) a PAF (8,15 %) byl tretim nejCastéjSim typem
dvojvrcholova odpovéd. Typ pozdné fazicky se nejcastéji vyskytoval v okrajové
oblasti (8,87 %) a nejméné v AI (0,35 %). Nékteré neurony neodpovidali
Zadnému typu odpovédi i presto, Ze jejich reakce v priibéhu zvukové stimulaci

byla jasné vyssi neZ spontanni aktivita (nebyly pro dalsi statistiku pouzity).
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Obr. 11. Zastoupeni typi

% neuronu

E zsislr:shf:fc: Sty neurondlnich odpovédi na
tonicky zdkladé prislusnosti
fazicko-tonicky  k sluchovym polim (4) a
fazicky vrstvé AC (B). A. Zastoupeni
jednotlivych typti
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fazicko-tonicky  slychovd pole. B. Zastoupeni
fazicky typii neurondlnich odpovédi
v priibéhu on periody
v zdvislosti na poloze ve
vrstvdch AC.

% neuronu

korova vrstva

KdyZz jsme vzali do dvahy pozici neuronii v sluchové vrstvé a typ
odpovédi, ve vSech dominoval fazicky a nejméné casty byl pozdné fazicky typ. Na
druhou stranu, byla ale frekvence vyskytu fazickych neuront v1/2 vrstvé
(54,8 %) vyrazné nizsi oproti ostatnim (L3 68,9 %, L4 66,8 %, L5 66,7 %, L6
63,9 %) (Obr. 11. B). Reprezentace pozdné fazické odpovédi byla naopak zcela
obracena, nejcastéjsi byla v1/2 vrstvé (6,5 %) a nejméné Casta ve 4. vrstvé

(0,7 %).

5.1.4 Latence

Priimérné latence odpovédi neuronti na stimulaci BBN se lisily v riznych
oblastech AC. Na zakladé hloubky elektrody a pozice jednotlivych snimacich
kanald byl vytvoren hloubkovy profily odpovédi a dle prace Games a Winer
(1988) byly vytvorené laminarni profily latenci odpovédi. Nejkratsi latence byly
nalezeny v urovni L4 a L6 a naopak nejdelsi latence v povrchové vrstveé L1/2.
Podobné rozloZeni bylo nalezeno vcelé AC svyraznymi rozdily mezi

jednotlivymi poli. Pfi porovnani celkovych latenci (odpovédi ze vSech neuronti
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s proporcionalnim zachovanim zastoupeni pro jednotlivé vrstvy) (Tab. 1.),
nejkratsi latence byly v Al (17,80 + 0,16), UR (19,84 + 0,2), AAF (19,94 * 0,2),
SRAF (20,90 + 0,31) a PAF (20,90 # 0,3) a nejdelsi latence byla v okrajové oblasti
(23,69 = 0,3); (*** Al vs. UR, AAF, SRAF, PAF, okrajova oblast; okrajova oblast vs.
UR, AAF, SRAF, PAF, ** UR vs. PAF, * UR vs. SRAF; AAF vs. SRAF, PAF; jednocestna
Anova, Tukeyho korekce).

Al AAF pHFF SRAF PAF okrajova oblast
L1/2 19,21+£0,79  21,39%1,07 2416x0,95 22,21+0,66 22,12+0,92 24,78+0,78
L3 17,19£0,37 18,63%0,41 18,61#0,36  19,55%0,35 20,85x0,47 22,39+0,56
L4 16,37+0,34 17,69+#0,36  18,23%0,3 18,39+0,44  19,58+0,37 20,76+0,6
L5 17,28+0,32 19,15+0,31 19,21+0,32  20,38%0,4 20,39+0,5 23,53+0,50
L6 16,81+0,34  18,28+0,33  18,44+0,24 18,89+0,35 20,12+0,43 21,84+045

*P<0.05; **P<0.001; ***P<0.0001; ANOVA (Tukeyho korekce)

* L3 AAF vs. L3 PAF, L3 pHFF vs. L3 PAF, L6 Al vs. L6 AAF
** L1/2 Al vs. L1/2 pHFF, L4 Al vs. L4 pHFF, L4 Al vs. L4 SRAF, L4 SRAF vs. L4 okrajova oblast, L5 Al vs. L5 AAF,
L6 Al vs. L6 pHFF
*** . 1/2 Al vs. L1/2 okrajova oblast, L3 Al vs. L3 SRAF, L3 Al vs. L3 PAF, L3 Al vs. L3 okrajova oblast,
L3 AAF vs. L3 okrajova oblast, L3 SRAF vs. L3 okrajova oblast,
L4 Al vs. L4 PAF, L4 Al vs. L4 okrajova oblast, L4 AAF vs. L4 okrajova oblast, L4 pHFF vs. L4 okrajova oblast,
LS Al vs. L5 pHFF, L5 Al vs. L5 SRAF, L5 Al vs. L5 PAF, L5 Al vs. L5 okrajova oblast, L5 AAF vs. L5 okrajova oblast,
L5 pHFF vs. L5 okrajova oblast, L5 SRAF vs. L5 okrajova oblast, L5 PAF vs. L5 okrajova oblast
L6 Al vs. L6 SRAF, L6 Al vs. L6 PAF, L6 Al vs. L6 okrajova oblast, L6 AAF vs. L6 okrajova oblast,
L6 pHFF vs. L6 okrajova oblast, L6 SRAF vs. L6 okrajova oblast

Tab. 1. Tabulka minimdlnich latenci odpoveédi v riiznych vrstvdch a polich AC
(priimérnd minimdlni latence + SEM).

5.1.5 Velikost odpovédi

Vyvolana frekvence akénich potenciali jednotlivych neuronti pti stimulaci
BBN v priibéhu on periody byla porovnana mezi jednotlivymi vrstvami a poli AC
(Obr. 12.). Nejmensi pocet vyvolanych APT byl vL1/2 (0,65 * 0,03), coZ bylo
signifikantné odliSné od L3 (0,83 * 0,03), L4 (0,84 + 0,04), L5 (0,8 = 0,03) a L6
(0,8 = 0,03). Pri porovnani velikosti odpovédi mezi vrstvami L3 - L6 nebyl
nalezen statisticky signifikantni rozdil. Podobna analyza byla doplnéna i v ramci
individualnich poli, ale opét nebyl nalezen signifikantni rozdil.

Velikost odpovédi byla dale korelovana s minimalni latenci pro kazdé
sluchové pole. Vokrajové oblasti nebyla nalezena Zadna Kkorelace (r?2 =

0,0008690, deviace od 0 nenfi signifikantni). Z centralnich sluchovych polich byla
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nejveétsi korelace nalezena v PAF (r?2 = 0,07696), ve vSech polich kromé okrajové
oblasti byla korelace signifikantni.

Velikost odpovédi korelovana stypem odpovédi ukazala, Ze
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5.2 Nepublikované vysledky

Rozdily v akusticky vyvolanych odpovédich, snimanych z jednotlivych
oblasti sluchové Kkilry potkana, naznacuji, Ze neurony ztéchto oblasti
zpracovavaji prichozi signaly odliSné. Prevod vstupni informace na vystupni
signal u neuronti obecné zavisi na jejich pasivnich a aktivnich elektrickych
vlastnostech. Rozhodli jsme se proto zkoumat tyto vlastnosti u pyramidovych
neuront 5. vrstvy sluchové kiry (obr. 13. B). Vzhledem ktomu, Zein vivo
odpovédi vykazovaly nejvétsi rozdily mezi primarni sluchovou kirou (Al)
a okrajovou oblasti a stejné tak i technické rozliSeni téchto dvou oblasti bylo

nejjednodussi, zvolili jsme tyto dvé oblasti pro naSe pokusy (Obr. 13. A).

51



okrajova oblast

neurony z Al neurony z okrajové oblasti

okrajova
/ oblast

centralni
pole

Obr. 13. A. Zpiisob identifikace a oznaceni sluchovych oblasti (centrdlni pole
a okrajovd oblast) pri vySetreni metodou tercikového zdmku. B. Registrované
pyramidové buriky byly lokalizovany v 5. vrstvé AC. Po zméreni eletrofyziologickych
vlastnosti byly buriky naplnény biocytinem s cilem presné identifikace polohy
v kiire.

Vysledky naSi analyzy elektrickych vlastnosti neuroni AC ukazaly 2
prevazujici podtypy: neurony odpovidajici na depolariza¢ni stimuly salvou
akcnich potencialii o vysoké frekvenci (FS) a neurony odpovidajici ak¢énimi
potencialy o nizké frekvenci (RS). RS neurony dominovaly v obou c¢astech AC.
Pasivni elektrické vlastnosti neurond obou oblasti byly odlisné (Tab. 2). RS
neurony z Al vykazovaly signifikantné vyssi klidovy potencidl a jejich vstupni
odpor a casova konstanta membrany byla o 30 % vysSs$i neZ u RS z okrajové

oblasti.
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Parametr Zkratka Centralni pole AC Okrajova oblast

(n=66) (n=55)
Iv(lidovy membranovy potencial E,(mV) -76,2 £2,9* -77,6 £2,7*
Casova konstanta membrany Tpn (mS) 17,9 +4,9%* 22,2+ 8,8%*
Vstupni odpor membrany R (MQ) 145,6 + 42 8% 1654 +359*
Prah akéniho potencialu (AP) Ep (mV) -53,1+25 -538+2,1
Prahovy stimul T (PA) 69,4 £ 332%* 101,2 + 33,6**
Frekvence AP f«Hz) 51,0 £15,9* 432 +9 8%
Cas do odpaleni AP tdelay (111S) 5,4 +29% 73+41%
Amplituda AP AP,y (mV) 128,5+5.9 1287+ 8,0
Hyperpolarizaci aktivované I, (nA) 054 + 03% 039 +0,2%
kationtové proudy
;ﬁfggﬁ;ﬁ:ﬁﬁigj‘” I/c (pA/pF) 40+ 1 8% 25+ 1,6%*
+SD

% P < 0,05: t-test Tab. 2. _Ele,ktrzcke_vlastnostz neuronti 5. vrstvy z Al
#% P< 0,01 t-test a okrajové oblasti.

Porovnani pribéhu akénich potencidlu ukazalo, Ze RS neurony z Al maji

Vv

APT s vyssi amplitudou, pali vyssi frekvenci a maji nizsi priimérnou reobazi (Obr.
14). Tyto vysledky naznacuji, Ze rozdil mezi neurony Al a okrajové oblasti se lisi

klidovou excitabilitou.
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Obr. 14. Nizsi excitabilita neuronti okrajové oblasti. A. Klidové napéti bylo stejné
u neuronti z Al a okrajové oblasti, se signifikantnim rozdilem v reobdzi (amplituda
prahového stimulu). B. Porovndni riiznych amplitud stimulace a frekvence
vyvolanych akcnich potencidlil v centrdlnich polich a okrajové oblasti s proloZenim
linedrni regresi (C) potvrdilo signifikantni rozdil v reobdzi (D) (nepdrovy t test,
*p<0,01).
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V dalSich pokusech jsme proto zkoumali, zdali se neurony neliSi obsahem
iontovych kandlu aktivovanych na urovni klidového membranového potencialu.
Zjistili jsme nerovnomérné zastoupeni hyperpolarizaci aktivovanych
kationtovych proudi, které bylo vys$si v neuronech z okrajové oblasti o asi 40 %
oproti Al (Obr. 15). Vzhledem ktomu, Ze blokovanim I, pomoci selektivniho
blokatoru ZD 7288 doSlo kvyrovnani pasivnich vlastnosti neuroni zAl a
okrajové oblasti, je In pravdépodobné hlavnim faktorem ovliviiujicim klidové
elektrické vlastnosti okrajovych neuronti. Dalsim efektem I, proudid je vznik
»sagu“ (drobné depolarizacni napéti pii stimulaci hyperpolarzatnim proudem),
ktery je casto nasledovan ,rebound spikem®, ktery vznika pii deaktivaci In (Obr.

16).

A  centralni pole okrajova oblast B
= =
kontrola _0'08 7]
[ *%
—— 1nA -0.06 A
02s ~
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3 -0.04 -
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centralni okrajova
2

0.5nA

E r’ pole oblast

Obr. 15. Vyssi vyskyt napétim rizenych proudii (In) v okrajové oblasti. A. Porovndni
amplitud In v okrajové oblasti a Al pri stimulaci hyperpolarizacnimi stimuly s a bez
specifického blokdtoru In (ZD 7288). B. Porovndni Cetnosti vyskytu In v centrdlnich
polich a okrajové oblasti pri normalizaci velikosti neuronti (nepdrovy t test,
**p<0,01).

Na zakladé predchozich zjisténi, jsme se zamérili na pribéh
posthyperpolarizac¢ni faze (AHP) APT neurond z obou oblasti AC. Zde se opét
potvrdilo, Ze neurony z Al maji signifikantné delSi repolarizaci néZ neurony
z okrajové oblasti i presto, Ze amplituda AHP okrajovych neurond je

signifikantné vys$si. Asymetrie v priibéhu AHP mezi Al a okrajovymi neurony se
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potvrdila i pri repetitivni stimulaci. Pfi kratkém intervalu mezi stimuly (100 ms)
byla variabilita lehce vyraznéjSi u okrajovych neuronti, pri prodlouZeni
interstimula¢niho intervalu (150 ms) se naopak variabilita APT okrajovych
neuronl nezmeénila ale u neuronti z Al vyrazné zvysila, co je v souladu s vétsi

koncentraci Iy a jejich vlivem na priibéh AHP u okrajovych neuront.

kontrola

/

sag 50 mV

+ZD7288 02s

AV ~ -2mV SRCPRIRTE

Obr. 16. Zvyseni frekvence akcnich potencidlii pri specifické blokddé In u neuronti
z okrajové oblasti. Hyperpolarizace zpiisobila elevaci klidového napéti o 2 mV
u okrajovych neuronti. Hyperpolarizacni pulz standardné vyustil do vzniku ,sagu”,
ktery po blokadé I vymizel.

Vzhledem kjednoznacné rozdilnosti vnitinich vlastnosti neuronii z Al
a okrajové oblasti, jsme opét extracelularné snimali zvukem (Sirokospektralni
Sum) vyvolanou aktivitu na casové se rlizné meénici stimulaci s cilem
charakterizovat rozdilné neuronové populace v Al a okrajové oblasti i pfi
extraceluldrnim snimani. Nutnosti byla off-line selekce na jednotkovou aktivitu

a nasledna analyza pribéhu APT.

55



=,
@

trvani pp

o
=3

=
™

amplituda
& o
o O

1.5

. 2.0 1
etyp1l - ' ’ o - -2.5 T T T T T T T T ]
otyp2 0.0 0.4 0.8 1.2 1.6

[ms]

Obr. 17. A. Na zdkladé 3 kritérii casového priibéhu posthyperpolarizacni faze (AHP)
akéniho potencidlu (APT) byly neurony rozdéleny na 2 typy. Prvnim kritériem byl
cas od pozitivniho vrcholu (PP) po 0, druhym kritériem ¢as od 0 po negativni vrchol
(NP), tretim kriteriem byla délka trvdni PP. B. Priiméry priibéhu AHP u neuron
typu 1 (PP-0: 0,2420 #+ 0,04798; 0-NP: 0,1702 + 0,04769, PP: 0,4588 + 0,06145)
a neuront typu 2 (PP-0: 0,5037 # 0,07054; 0-NP: 0,4303 # 0,08124; délka trvdni
PP: 0,7556 + 0,07802)

Analyza pribéhu extracelularné snimaného AHP ukazala 2 subpopulace
neuront typ 1 a typ 2, které se lisi casovym pribéhem (3 zakladni kritéria: 1. Cas
od pozitivniho vrcholu po 0, 2. ¢as od 0 po negativni vrchol, 3. délka trvani
pozitivniho vrcholu mérena pri 0 amplitudé) (Obr. 17). Vypocet distribu¢niho
indexu zastoupeni podtypid neuront v riiznych vrstvach AC a pak i samostatné
v Al a okrajové oblasti ukazal, Ze v okrajové oblasti dominuje typ 2, naopak v Al
respektive celé AC je cCastéji zastoupen typ 1. Neurony 2. typu jsou vice
zastoupeny v povrchovych vrstvach AC (Obr. 18). Neurony 1. typu vyraznéji
reaguji na zvySeni intenzity zvukového stimulu oproti neuroniim 2. typu.
ProdluZovani intervalu mezi stimuly a prodluZovani délky stimulu potvrzuje

rozdilnost mezi podtypy neuront, ale data nejsou statisticky signifikantni.
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B cela AC
centralni pole
B okrajova oblast

korova vrstva

Obr. 18. Zastoupeni neurondlnich typt v centrdlnich polich, okrajové oblasti a celé
AC a v rdmci jednotlivych vrstev kiiry. Z diivodu vétsiho mnoZstvi neuronti typu 1
byl index distribuce vypocitdn (nm. neuronti typu 1 - nm. neuronti typu 2 / nm.
neuronti typu 1 + nm. neuronti typu 2) s cilem porovnat zastoupeni kazdého typu
v korové vrstvé (pozitivni hodnoty zn. prevahu typu 1, negativni hodnoty typu 2).

Vysledky analyzy extraceluldrné snimaného priibéhu APT, resp. jeho AHP
jasné ukazuji moZnost identifikace neuronalnich typt, které pravdépodobné

zrcadli vnitfni vlastnosti neuronti a jejich déleni na RS a FS.

5.3 Zmény hladiny GAD enzymu ve stariv sluchovém systému

potkana

V oblasti centralniho jadra IC byla nalezena pomérné velka variabilita
GAD+ bunék tykajici se tvaru, velikosti a intenzity barveni, v externi kiife byly
typické malé neurony se shluky intenzivné nabarveného neuropilu a v dorzalni
kiire dominovaly malé GAD+ bunky. Zmeény ve stari byly identifikovany
v centralnim jadie IC, kde se sniZila opticka denzita GAD65 a 67+ somat 0 27 %
(p=0,015) a 25 % (p=0,015), sice doslo i ke sniZeni GAD+ bunék (14 % a 9 %), ale
tato zména byla nesignifikantni. V externi kiife IC jsme nalezli jenom sniZeni
optické denzity ve stari (16 % (p=0,03) a 14 % (p=0,03)), bez efektu na pocet
bunék (Obr. 19). Analyza vysledku western-blotu ukazala statisticky
signifikantni pokles hladin obou GAD proteint u starych zvirat (51 % a 49 %
(oboje p=0,002)) (Obr. 20). V piipadé western-blotové analyzy neSlo rozlisit

podoblasti IC.
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Obr. 19. Vysledky kvantitativniho vyhodnoceni imunoreaktivity GAD65 a GAD67
u kmene Long Evans. Modré sloupecky oznacuji mladd zvirata, cervené stard
zvirata. Chybové usecky predstavuji S.E.M.

A, B) Pocet a optickd denzita GAD65-imunoreaktivnich neuronti v CIC, EIC, AC a VC
u mladych (n=4) a starych (n=4) zvirat kmene Long Evans.

C, D) Pocet a optickd denzita GAD67-imunoreaktivnich neuronti vv CIC, EIC, AC
a VC u mladych (n=5) a starych (n=5) zvirat kmene Long Evans (* - P<0,05, ** -
P<0,01).

V AC potkana byly GAD+ neurony pritomny ve vSech vrstvach a s vyssi
denzitou v 1.-4. vrstvé, bez zjevné asymetrie zmén spojenych se starim.
Imunohistochemické vysledky byly podobné naleziim v IC, s poklesem optické
denzity o 20 % (p=0,015) u GAD 65+ a 0 22 % (p=0,015) u GAD 67+ neuronfi.
Vyraznéjsi pokles v po¢tu neuronti byl u GAD 67+ (13 %, p=0,03) oproti GAD 65+
(o 8 %) (Obr. 19). Western-blot ukazal opét vyraznéjsi pokles obou proteinti
v klire starych zvirat (GAD65 o 43 % a u GAD67 o 52 % (oboje p=0,002)). Pri
porovnani mnozstvi proteinti mezi IC a AC se ukazala témér 3krat vyssi hladina

v IC (p<0,001), rozdil nebyl ovlivnén staiim zvirat (Obr. 20).
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Obr. 20. Vysledky analyzy hladin proteinti (Western blot) GAD65 a GAD67 v IC, AC
a VC u mladych a starych potkanti (6 mladych a 6 starych potkanti kmene Long
Evans). Modré sloupecky oznacuji mladad zvirata, cervené stard zvirata. Chybové
usecky predstavuji S.EM. (* - P<0,05 ** - P<0,01). Arbitrdrni jednotky byly
pocitdny jako pomér optické denzity detekovaného proteinu a aktinu
(v naskenovanych filmech analyzou v softwaru ImageQuant).

Zmény v zrakové kiire mély podobny charakter jako v AC, ale byly méné
vyrazné (o 12 % pro GAD 65+ - nesignifikantni a 0 18 % pro GAD 67+ neurony,
p=0,03), pricemZz se ale pocet GAD+ bunék témér nesnizil (cca o 5 %,
nesignifikantni rozdil). Hladiny proteint opét s vékem poklesly (GAD65 o 22 %,
p=0,041 a GAD67 o 20 % , p=0,028), ale jejich sniZeni nebylo tak vyrazné jako
u sluchovych struktur. Porovnani celkového mnoZstvi proteinu ukazalo vyssi
hodnoty v AC nez v zrakové kilite u mladych potkant (v pripadé GAD67
signifikantné, p<0,05), pricemz ve staii doslo k vyrovnani hodnot. Celkové pokles
proteini zplisoben staiim byl vyssi v sluchovém systému (IC i AC) oproti zrakové

kiite (p<0,05).
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5.4 Audiologické zmény ve stari

V ramci MRI experimentli byly vidy vySetieny 3 skupiny, rozdélené dle
véku a sluchovych prahti na YC, MP a EP (viz Materidl a metody). I presto, Ze se
nejednalo vzdy o stejné dobrovolniky (skladba se liSila mezi spektroskopickymi,
morfometrickymi a fMRI experimenty), definitivni rozdily v audiologickych
vysledcich byly minimalni, proto zde uvadim jenom audiologické vysledky fMRI
experimentu, které jsou nejpodrobnéjsi.

Skupina YC méla sluchové prahy do 20dB, a tedy nepresahla hranici
fyziologického sluchu. Na zakladé namérenych sluchovych prahii a nasledném
porovnani snormou ISO 7029 (specifickou pro vék dobrovolnika), byly
dobrovolnici starsi 65 let rozdéleni do 2 skupin. Skupina MP méla fyziologické
prahy srovnatelné s YC az po frekvenci 4 kHz (Obr. 21). Nad 4 kHz se postupné
prahy zvySovaly azZ po uroven sluchové ztraty 70 dB na 12,5 kHz, jenom
4 dobrovolnici méli zachovany sluch na 16 kHz (skupina pro f{MRI;
u spektroskopie a morfometrie nebyl Zadny dobrovolnik se zachovanym sluchem
na 16 kHz). Kritéria pouzita k odliSeni MP a EP vychazela ze zjiSténi Jilek et al.
(2014). Sluchove prahy skupiny EP presahly fyziologickou hranici na drovni
1 kHz a postupné se zvySovaly az po 76 dB na 12,5 kHz, bez sluchového vjemu
pri stimulaci 16 kHz ténem. Pri porovnani levého a pravého ucha nebyly
signifikantni rozdily, proto byly pouzity sluchové prahy zobou usSi bez

rozliSovani laterality.

0.25 075 15 3 6 10 16

0 Obr. 21. Vysledky
= 104 * YC vysokofrekvencni
@ 28: : II\E/IPP ténové audiometrie u
'E 2ol o vsech 3 skupin
£ 501 — PUMST (primér+SEM a
N 6o median  medidn; v pripadé e
E, 70- nebyl _pfl’tomen
S 80- sluchovy vjem prdh
@ 128“ | W00 byl stanoven na 110

0.125 05 1 2 4 8125 dB SPL).

frekvence [kHz]

TEOAE byly ptitomné v 86 % usi YC s primérnou amplitudou 10,4 + 0,7

dB SPL. Skupina MP méla vybavné TEOAE v 71,4 % usi s amplitudou 9,6 + 0,9 dB
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SPL (Obr. 21 A). Vyznamny pokles v obou parametrech byl u skupiny EP, kdy
vybavnost TEOAE byla 23,3 % a amplituda 5 = 1,6 dB. Pri porovnani amplitud byl
nalezen signifikantni rozdil mezi YC a EP (p<0,001; jednocestna Anova, Tukeyho
korekce) a mezi EP a MP (p<0,05; jednocestna Anova, Tukeyho korekce). Rozdil
mezi YC a MP nebyl statisticky signifikantni (Obr. 21 B). Frekvencné specifické
TEOAE byly ptitomny na vSech stimulovanych frekvencich (1-4 kHz) u YC a MP,

u EP jenom na frekvencich <2 kHz.
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DPOAE byly vybavné u 100 % usi ve skupiné YC, v 78,6 % u MP a 46,6 %
uEP (Obr. 21 A). Amplitudy DPOAE presahovaly Sum na vSech mérenych
frekvencich kromé 8 kHz u YC a MP. Porovnani amplitud mezi YC a MP potvrdilo
signifikantni rozdily na vsSech frekvencich kromé 6 kHz (p<0,05 pro 1,5, 2, 4 kHz;
p<0,01 pro 1 kHz; p<0,001 pro 3 kHz; jednocestna ANOVA, Tukeyho korekce)
(Obr. 21 C). DPOAE u EP skupiny byly pritomny jenom na frekvencich <2 kHz,

s amplitudami srovnatelnyma s MP skupinou. U vSech skupin byla nejvétsi
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amplituda odpovédi pritomna na 1,5 kHz (11,6 dB SPL u YC, 5,7 dB SPL u MP
a 5,3dB SPL u EP).

Skore rozumeénti reci (SDS) v tichu bylo méreno na 65 dB a procentualni
vysledek byl korelovan sPTA ke zhodnoceni kvality sluchu dle Gardner
Robertsonovy klasifikace (GR). VSichni dobrovolnici ze skupiny YC dosahli
1. Grovné, u MP 13 % Kkleslo do 2. drovné, pricemZ uroven 1 a 2 je hodnocena
jako uZite¢ny sluch. Ve skupiné EP dosahlo 19 % drovné 1, 61 % trovné 2 a 20 %

urovné 3, co je jiz hodnoceno jako neuzite¢ny sluch (Obr. 22 A).

A
100
1 GR Obr. 22. Vysledek testu
2 8 3 aroveii 1 rozuméni rec¢i (SDS) u vsech
§ 601 mm aroveri 2 3 skupin.
g B uoved 3 A UZitecnost sluchu
S 40 uroven 4  hodnocena dle Gardner-
EPY 7z uroven 5 Robertsonovy klasifikace. B.
1 SDS  vysetreno s babble
0 YC MP EP Sumem v pozadi na
B intenzitdch 65 a 70 dB
(primérné hodnoty+SEM,
* mm YC jednocestnd Anova,
== MP Tukeyho korekce, * p<0,05).
3 EP

SDS [%]

65 70
intenzita babble Sumu [dB]

Re¢ova audiometrie (SDS) byla sledovana i v podminkich $umu (typ
babble) v pozadi. Pfi intenzité Sumu 65 dB SPL dobrovolnici ze vSech skupin
dosahli SDS presahujici 90 % (YC 100 %, MP 99 % and EP 92 %). Po zvySeni
intenzity Sumu na 70 dB doslo jenom k minimalnimu poklesu SDS u YC (97 %)
aMP (98 %), ale ksignifikantnimu poklesu u EP (p<0,001: EP vs. YC, MP;
jednocestna ANOVA, Bonferroniho korekce). Pokles byl signifikantni i pfi
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srovnani SDS pri intensitach 65 a 70 dB SPL pro EP (p=0,0095; jednocestna
ANOVA, Bonferroniho korekce) (Obr. 22 B).

5.5 Zmény hladiny metaboliti vsluchové Kkiie clovékau
presbyakuze zobrazené pomoci MR spektroskopie

Vzhledem k chybéni rozdilli v mnoZstvi metabolitli mezi levou a pravou
hemisférou, byly vysledky hodnoceny spole¢né jak pro 8 ml VOI, tak i pro 18 ml
VOI.

U obou starsich skupin byl mozek lehce atroficky v obraze MRI, k zlepSeni
kvality spektralni kvantifikace bylo proto nutné oddélit objem CSF. U obou VOI
byl objem CSF srovnatelny s priblizné 7-8% rozdilem mezi obéma starSimi
skupinami (vyss$i) a YC. Porovnani sloZeni mozkové tkané ukazalo podobné
mnozstvi WM ve srovnani s GM u vSech dobrovolnikd, ale celkové mnozZstvi se
lisilo dle objemu VOI.

Obrazek (Obr. 23) a tabulka (Tab. 3) ukazuji koncentrace vSech mérenych
metabolitl pro jednotlivé skupiny a VOI. K porovnani hodnot vSech 3 skupin byla
pouzita jednocestna Anova s Tukeyho korekci. Koncentrace N-acetylaspartatu
(vCetné N-acetylaspartatglutamatu) byla signifikantné niZsi u obou starSich
skupin ve srovnani s YC nezavisle na objemu VOI (8 ml VOI, p=0,0078 YC vs. MP,
p=0,0005 YC vs. EP; 18 ml VOI: p=0,0022 YC vs. MP a p=0,0001 YC vs. EP), bez
signifikantniho rozdilu mezi MP a EP. Podobné i koncentrace glutamatu se sniZila
s vékem v porovnani s YC (18 ml VOI: p=0,0001 YC vs. MP, p=0,0001 YC vs. EP),
pri porovnani koncentraci pro 8 ml VOI rozdily nebyly signifikantni. Koncentrace

glutaminu se s vékem nebo urovni sluchového postiZeni nezménily.
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Skupina  GABA Gln Glu Ins Lac Cho NAA Cr/PCr Glx WM GM

VOI 8 mi
YC 1,77 4,05 14,27 7,74 0,74 22 12,3 10,19 18,33 2 78
0,9 2 2 1 0,6 0,3 038 0,8 34
PH 1,56 3,57 13,08 8,57 1,04 2,33 11,147 10,2 16,64 23,8 76,2
0,8 2,4 2 13 0,9 04 1.8 13 32
EP 1,79 423 11,80 8 1,26 2,16 10,79 9,83 16,03 23,5 76,5
0,8 1,7 2,6 1,7 1 04 2 14 32
VoI 18 ml
YC 1,22 1,76 12,1 7,59 0,53 2 11,32 9,54 13,86 26,7 73,3
0,7 11 1,4 0,9 0,3 0,3 13 0,8 1,9
PH 1,61 2,04 10,14 7,68 0,84"* 2,15 9,97 9.4 12,17 30 70
07 1,7 17 1 0,5 0,3 1.8 1 2,9
EC 1,64 1,7 943" 741 1,10°" 1,95 9,49"" 8,77 11,13™ 28,4 71,6
0,7 1 1,5 15 0,5 04 1.8 14 2
* p<0,05.
# p<0,01.
% 5 <0,001 od YC.
#p<0,05 od EP.

Tab. 3. Koncentrace metabolitii [mM] a obsah [%] bilé a Sedé hmoty se
standardnimi odchylkami v sluchové kiire pocitanych pomoci LCModel se
segmentaci CSF (GABA — y-aminomdselnd, GIn — glutamin, Glu — glutamdt, Ins
— myo-inositol, Lac laktdat, Cho — cholin, NAA — N-acetylaspartdt + N-
acetylaspartdtlglutamdt, Cr/PCr — kreatin + fosfokreatin, WM — bild hmota, GM
— Sedd hmota).

Signifikantni rozdily v koncentracich laktatu byly pritomné u vSech
skupin pti méfeni s 18 ml VOI (18 ml VOI: p=0,0001 YC vs. MP, p=0,0143 YC vs.
EP, p=0,0493 MP vs. EP), pricemZ nejvy$si hodnoty byla nalezeny u EP,
nasledovala MP a nejnizsi u YC. Podobny trend byl vidét i u 8 ml VOI, kde ale
rozdily nedosahly statistické signifikance. DalSi statisticky vyznamné rozdily
(pokles svékem) byly naméreny pro koncentrace kreatinu s fosfokreatinem
(Cr/PCr) (18 ml VOI: p=0,0131 YC vs. EP) a GABA (zvySeni u EP v porovnani s YC

v 18 ml VOI, p=0,0413). Zadné zmény nebyly nalezeny u myoinositolu a cholinu.
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GABA GIn Glu Ins Lac Cho NAA Cr/PCr

GABA GIn Glu Ins Lac Cho NAA Cr/PCr
mYC mPH W EP

Obr. 23. Koncentrace metabolitii [mM] a jejich standardnich odchylek v sluchové
kiire. A. VOI 8 ml a B. VOI 18 ml. (GABA — y-aminomdselnd, GIn — glutamin, Glu —
glutamat, Ins — myo-inositol, Lac — laktat, Cho — cholin, NAA — N-
acetylaspartdt + N-acetylaspartdtiglutamdt, Cr/PCr — kreatin + fosfokreatin).
*p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001.

5.6 Morfometrické zmény v Sedé a bilé hmoté sluchové kiiry a drahy
u ¢lovéka ve stari pri riznych arovnich presbyakuze

Zmény v Sedé hmoté ukazuji signifikantni efekt véku nebo alespoii jasny
trend ve vSech mérenych parametrech (tloustka, plocha povrchu (gyral surface
area) a celkovy objem Sedé hmoty) a oblastech (vyjimkou je plocha povrchu V1)
(Obr. 24). Ve vSech mérenych parametrech byly vysledky u obou starsich skupin
nizsi oproti YC. Efekt laterality (rozdil mezi pravou a levou hemisférou) byl
signifikantni pfi porovnani objemu a velikosti plochy Sedé hmoty v AC (HG a PT,
vyssi hodnoty vlevo) a V1 (vyssi hodnoty vpravo). Ve frontalni kiite (GFS) byl

pritomen trend k vy$Sim hodnotam vlevo.
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Obr. 24. Boxploty ukazuji porovndni morfometrickych parametrii sedé hmoty
(objem, normalizovand plocha povrchu a priimérnd tloustka Sedé hmoty) ve 4
oblastech: Heschliiv gyrus, planum temporale, primdrni zrakovd kiira a gyrus
frontalis superior u YC, MP a EP. Objem a plocha povrchu Sedé hmoty byly kviili
lepsimu zobrazeni normalizovdny k jejich celkovym priimérnym hodnotdm ve vsech
anatomickych oblastech. Signifikance faktori véku, laterality nebo jejich interakce
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je oznacena vkazdé cdsti grafu (n.s.- nesignifikantni, hvézdicka znamend
signifikanci pri konzervativni Bonferroniho korekci; sedé pozadi znamend
signifikantni efekt pri nekorigovaném prahu (hodnota 0,000 koresponduje
s p<0,001)). Centrdlni linie v jednotlivych ,boxech” znamend medidn, pricemZ horni
a dolni hranice oznacuji 75% a 25% kvartil. Horni odchylka oznacuje nejvyssi
hodnotu, kterd je nizsi nez 75% kvartil + 1,5 ndsobku interkvartilového intervalu
(IQR). Dolni odchylka oznacuje nejniZsi hodnotu, kterd je vyssi nez 25% kvartil +
1,5 ndsobku IQR. Data s hodnotami niZsimi neZ 25% kvartil + 1,5 ndsobku IQR jsou
oznacena jako prdzdné krouzky. IQR je definovdn jako rozdil mezi 75% a 25%
kvartilem.

Rozdily v lateralité nebyly pritomny pfi porovnani primeérné tloustky
kiiry (vyjimkou je prevalence pravé strany V1). Staii nemélo efekt na zménu
laterality. Zmény tykajici se drovné sluchového postiZeni (MP vs. EP) nebyly

pritomny u zadného z mérenych parametrt (Tab. 4).

Sluch Vék
Heschliiv gyrus Sluch Vék Lateralita vs. Vs.
lateralita lateralita
Objem [mm?] 0,7804  *0,0000 *0,0002 0,8024 0,2533
Plocha povrchu [mm?] 0,9372 0,0113 *0,0000 0,6003 0,1760

Primérna tloustka [mm] 0,9788  *0,0000 0,7361 0,7358 0,8040
Planum temporale
Objem [mm’] 0,7220  *0,0000 *0,0002 0,8833  0,8689

Plocha povrchu [mm?] 0,7207 0,0069  *0,0001 0,9182  0,8565
Prdmérna tloustka [mm] 0,9455  *0,0000 0,8516 0,9662 0,4103

Zrakova kara (V1)

Objem [mm?] 0,4019 0,0029 *0,0000 0,9903 0,6955
Plocha povrchu [mm?] 0,9376 0,0871 *0,0000 0,1634 0,4273
Primérna tloustka [mm) 0,3389 0,0078 0,0259 0,3370 0,6768
Gyrus frontalis superior

Objem [mm?] 0,7132  *0,0000 0,0466 0,1820  0,6461
Plocha povrchu [mm?] 0,5755 *0,0000 0,0110 0,2325  0,8975
Primérna tloustka [mm] 0,8081  *0,0000 0,2602 0,5020 0,1076

Tab. 4. Hodnoty p modelovanych efektii morfometrickych indexii (hodnota 0,000
koresponduje s p<0,001). Sedé pozadi zvyrazituje p hodnoty niZsi nez 0,05
korespondujici s nekorigovanymi prahy.

*Hvézdicka oznacuje signifikantni efekt pri pouZiti konzervativni Bonferoniho
korekce a kontrole “family-wise error” u vsech hypotéz morfologickych efektii na
urovni 5 % (nastaveny prah padjust = 0,05/60 = ~0,0008).
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Vysledky DTI v bilé hmoté ukazaly vSeobecné mensi zmény ve stari oproti
morfometrii Sedé hmoty (Obr. 25). DTI k popisu zmén pouZziva nékolik indexf,
které popisuji difuzibilitu vody ve tkani (FA, MD, L1, L2, L3; podrobnéjsi
vysvétleni v avodu prace). V €asti sluchové drahy mezi IC a HG pri nastaveni
prahu na 10 % byl pritomen trend zvySovani L1 s vékem, pric¢emz byl vyrazné;si

v pravé hemisfére.
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Obr. 25. Boxploty ukazujici porovndni DTI parametri (FA, MD, L1 a AvgL2L3)
z dvou oblasti bile hmoty: sluchovd drdha mezi IC a Heschlovym gyrem (AP) a ROI
bile hmoty pod Heschlovym gyrem. Signifikance faktorti véku, laterality nebo jejich
interakce je oznacena v kazdé Cdsti grafu. Detailnéjsi popis statistiky je uveden
v legendé obr. 24.
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Vice zmén, respektive trendii bylo pritomno pri vySetieni bilé hmoty pod
HG. U obou strasich skupin bylo levostranné L1 niZs$i nez vpravo a MD klesala
vlevé hemisfére svékem. Jediny efekt drovné presbyakuze byl pritomen

u AvgL2L3, kde doSlo k zvySeni se stupném sluchového postiZeni (Tab. 5).

, Sluch Vék

Sluchova Y ;
B} Sluch Veék Lateralita VS. VS.
draha . .
lateralita lateralita

FA 0,4221 0,2585 0,8463 0,6891 0,9239
MD 0,8959 0,0599 0,1407 0,1390 0,0610
L1 0,6208 0,0350 0,1179 0,1553 0,0253
Avgl2L3 0,5836 0,1982 0,2737 0,2441 0,2110
Bila hmota pod Heschlovym gyrem
FA 0,3619 0,0840 0,1767 0,9014 0,8603
VD 0,0675 0,0733 0,0980 0,4093 0,0183
L1 0,3283 0,3624 0,0015 0,2789 0,0099
Avgl2L3 0,0377 0,0392 0,7163 0,6224 0,0775

Tab. 5. Hodnoty p modelovanych efekti DTI indexii. Hvézdicka oznacuje
signifikantni efekt pri pouZiti konzervativni Bonferoniho korekce a kontrole
“family-wise error” u vsech hypotéz morfologickych efektii na trovni 5 %
(nastaveny prdh padjust = 0.05/60 = ~0.0008). Sedé pozadi zvyraziiuje p hodnoty
nizsi nez 0,05 korespondujici s nekorigovanymi prahy.

5.7 Zména aktivace sluchové kiry clovéka ve stari pri riznych
urovnich presbyakuze

Pti stimulaci tony <3 kHz byla pritomna signifikantni aktivace AC (p=0,05,

FWE korekce) u vSech dobrovolnikt. U 9 dobrovolnikti (3 MP, 6 EP) stimulace

frekvenci 8 kHz nevyvolala signifikantni aktivaci v AC, i presto Ze vSichni

dobrovolnici potvrdili slySeni stimulu zmacknutim kontrolniho tlacitka (Obr.

26).
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Obr. 26. Mapy korové aktivity vyvolané akustickou stimulaci (riiZovy sum
centrovany kolem 5 frekvenci). Zobrazeny vysledky fMRI u vsech 3 skupin
(skupinovd statistika, p=0,05 s FWE korekci).

Zvysovani frekvence stimulu zpisobilo posun aktivované oblasti smérem
k centralnimu sulku, ale aktivované oblasti se pomérné vyznamné prekryvaly.
ZvySovani stimula¢ni frekvence dale vedlo k sniZeni mnoZstvi aktivovanych
voxli u vSech skupin, pricemz tento pokles byl vyraznéjsi u obou starsich skupin
s nejnizsi aktivaci pii 8 kHz u EP (Tab. 6). Stimulace frekvencemi <1,5 kHz

aktivovala vice voxlli u obou starsich skupin v porovnani s YC. Naopak vyssi

frekvence (8 kHz a ¢astecné i 3 kHz) vyustily ve vétsi rozsah aktivace u YC.

. 350 Hz 700 Hz 1.5kHz 3 kHz 8 kHz
skupina
P L P L P L P L P
YC 203 315 269 122 208 200 183 109 135 122
MmpP 227 276 179 531 326 434 9% 99 49 131
EP 240 771 228 229 189 456 215 419 21 15

Tab. 6. Pocet aktivovanych voxlii pri akustické stimulaci v obou tempordlnich
lalocich u vsech 3 skupin. Aktivace hodnocena pri prahu statistické signifikance
p=0,05 a korekci FWE.
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Zhodnoceni efektu presbyakuze vychazelo z porovnani rozsahu aktivace
(jenom signifikantné aktivované voxly) mezi skupinami (primérové mapy). Obé
starsi skupiny mély signifikantné vyssi aktivaci AC oproti YC, bez signifikantniho

rozdilu mezi MP a EP (nekorigované p=0,001) (Obr. 27).
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Obr. 27 A. Porovndni aktivity vtempordlnim laloku (byla pouZita maska
tempordiniho laloku k vylouceni aktivity v jinych oblastech) mezi MP vs. YC a EP vs.
YC. Vysledky jsou prezentovdny jako rozdilové mapy skupinové statistiky
(nekorigovany prdh p=0,001). B. Rozdil v mnoZstvi voxli, které jsou signifikantné
vice aktivovdny pri sluchové stimulaci pti porovndni MP vs. YC a EP vs. YC. Vysledky
jsou prezentovdny jako rozdilové mapy skupinové statistiky (nekorigovany prdh
p=0,001).

Vysledky fMRI ukazaly zvySeni rozsahu aktivace AC svékem, které je
vyraznéjsi v pravém temporalnim laloku (pfi vSech vySetfovanych frekvencich

kormé 8 kHz u EP). Je potreba priznat, Ze vysledek je pomérné vyrazné ovlivnén
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prahovanim pouZzitym k tvorbé skupinovych map. Z tohoto diivodu jsem pouzili
k hodnoceni vypocet lateralizacniho indexu (LI) dle praci Wilke et al. (2006,
2007). LI ukazal jenom lehce vyssi aktivaci v pravém temporalnim laloku pfi
nizkofrekvenéni stimulaci (350 a 700 Hz) u MP kde se hodnoty blizily 0. Ve vSech
ostatnich pripadech byly hodnoty LI negativni a potvrdily vyraznéjsi aktivaci

pravé AC ve stari (Tab. 7). Vysledky statistiky metodou bootstrap tedy potvrdily

zvySeni aktivace pravé sluchové kiliry v souvislosti se starnutim.

skupina 350 Hz 700 Hz 1,5 kHz 3 kHz 8kHz
rozdily pramér Vprimér primér Vpramér primér Vpramér pramér Vprdmér pramér V primér
MP>YC:

LI 0,065 0,014 -0,15 -0,14 -0,34 -0,47 -0,28 0,27 0,34 0,4
std 0,17 0,09 0,22 0,14 0,1
nejnizéi  -0,22 -0,27 0,79 -0,47 -0,52
nejuyssi 0,5 0,17 -0,09 0,19 0,15
EP>YC:
LI 0,26 0,44 -0,34 -0,5 -0,41 -0,55 -0,44 -0,58 -0,43 0,6
std 0,34 0,29 0,12 0,24 0,29
nejnizsi  -0,92 -0,92 0,88 0,81 0,9
nejuy&i 0,04 -0,05 0,11 0,16 0,1

Tab. 7. Lateralizacni index (LI) byl vypocten porovndnim rozdilovych map aktivace
tempordlnich lalokii pri pouZiti bootstrap metody (MP vs. YC, EP vs. YC). Porovndni
MP a EP neukdzalo Zddny rozdil. Negativni vysledky LI (priimér a vdzZeny priimeér
pro kaZdou frekvenci) ukazuji pravostrannou lateralizaci.
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6. Diskuze

6.1 Organizace sluchové kiiry u potkana a rozdily ve vlastnostech
neuronu v raznych polich AC

Nase vysledky podporily tonotopickou organizaci poli sluchové kiry
potkana, kterou Ize na zakladé tonotopického gradientu rozdélit do 4 poli Al,
AAF, SRAF, PAF (Kalatsky et al., 2005; Kelly & Sally, 1988; Polley et al., 2007;
Rutkowski et al., 2003b; Sally & Kelly, 1988). Zvlastnosti je rozdvojeni gradientu
v Al, které je zpiisobené vmezerenim pole UR. Neurony z UR i pres aktivitu
vyvolanou BBN stimulaci, ktera je témér identickd s odpovédi neuront v Al
a AAF nereaguji na stimulaci ¢istym ténem. Jedna z moznosti, kterou lze tuto
chybéjici aktivaci vysvétlit, je, Ze neurony reaguji jenom na vysokofrekvencni
stimuly (nad 35 kHz), coz ale vyvraci Rutkowski et al. (2003b), ktery stimuloval
frekvencemi do 50 kHz. DalSim moZnym vysvétlenim je rozdilnost thalamickych
vstupii, co potvrdil pomoci retrogradniho ,tracingu“ Polley et al. (2007)
a identifikoval dalsi pole VAF (ventral auditory field). NaSe vysledky ale
nepotvrdily rozdil v elektrofyziologickych vlastnostech neuronti vramci Al
Relativné jednoznacné je odliSeni Al a AAF vzhledem k zméné tonotopického
gradientu. V dorzomedialni oblasti Al dochazi opét ke zméné tonotopického
gradientu, respektive chybéni jednoznac¢né tonotopické organizace a tato oblast
se oznacuje jako PAF (Doron et al., 2002; Horikawa et al.,, 1988). Dalsi zména
gradientu je lokalizovana do lateralni ¢asti AC, kde je prechod mezi Al a SRAF, co
je opét zplisobeno rozdilnosti thalamickych vstupli mezi Al a SRAF (Kaas, 2010).
Popsanych 5 poli tvori tzv. centralni pole, ktera jsou lemovana oblasti reagujici
jenom na stimulaci komplexnimi zvuky (v naSem pripadé BBN) oznacovanou
okrajova oblast. Standardné jsme okrajovou oblast nalezli dorzalné a medialné
od Al a anteriorné od AAF, vyjimku tvori oblasti kolem PAF, a také v misté kolem
UR, kde jsme nenalezli neurony reagujici na zvukovou stimulaci.

[ pres celkem jednoznacné déleni na oblasti odpovidajici na stimulaci
Cistymi tony a na okrajovou oblast, opakované jsem identifikovali i v centru Al

neurony reagujici jenom na BBN, také jsme identifikovali neurony, které nemély
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jasnou charakteristickou frekvenci, ale jejich FRA byla komplexni. Identifikace
takovych neuronti byla zcela ndhodna a nenalezli jsem zadny vzorec, dle kterého
by jsem byli schopni tyto neurony identifikovat. Nalez neuronii odpovidajicich
jenom na BBN vramci centralnich poli nebo neuronti skomplexnim FRA
podporuje teorii lokalni heterogenity (Bandyopadhyay et al., 2010; Rothschild et
al., 2010). V ramci hloubky, respektive dle rozdéleni neuronti do riiznych vrstev
AC nebyly nalezeny rozdily v charakteristické frekvenci, coZ potvrzuje teorii
sloupcové organizace AC (Linden & Schreiner, 2003). Je nutné ale zdlraznit, Ze
podobnost vlastnosti neuronti vjednotlivych sloupcich miZe byt dana
nedokonalosti extracelularniho snimani, které meéri tzv. dominantni neboli
“winners” populaci neuront a je jenom minimalné ovlivnéno méné aktivovanymi
neurony (Reimer et al., 2011).

V zasadé zakladnim organiza¢nim principem AC je tonotopie, na zakladé
které lze rozdélit AC plosné do specifickych oblasti. DalsSim kritériem, které jsme
testovali byla prislusnost neuroni k riznym vrstvam sluchové kiiry. Odpovédi
neuronl na stimulaci BBN jednoznacné ukazuji nejkratsi latenci ve 4. a na
rozmezi 5. a 6. vrstvy, co je podobny nalez jako u dalSich savcii (Kaur et al., 2005;
Sugimoto et al, 1997; Wallace & Palmer, 2008). Jednim z dtvodi kratkych
latenci ve 4. vrstvé je prima thalamicka inervace (Smith & Populin, 2001),
vysledky intracelularnich snimani (Mitani et al, 1985) ukazaly také piimou
thalamickou stimulaci neuroni z hlubokych vrstev kliry. Podobné lze vysvétlit
i ndhodné nalezy neuront s kratkou latenci ve 2. a 3. vrstvé (Barbour & Callaway,
2008; Winer et al, 1999). Co se tyce typu odpovédi na zakladé PSTH, vétsi
zastoupeni pozdné fazickych neuronti je pravdépodobné zplisobeno sériovym
zapojenim, respektive lokdlnimi okruhy vychazejicim ze 4. vrstvy, a tedy
opozdénim zplsobenym zpracovanim probihajicim nejdfive v neuronech
vstupnich vrstev.

[ presto, Ze v naSem souboru dominovaly neurony odpovidajici na
zaCatek, respektive v pribéhu stimulace, byly identifikovany i neurony které
reagovaly na ukonceni zvukové stimulace. Tyto neurony na zakladé latence svoji
odpovédi byly rozdéleny na off a late-off (He, 2002; Heil, 2004). Jednim

zmoznych dlvodd existence tzv. ,offsetovych“ neuroni je jejich tuloha
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ve zpracovani komplexnich zvukovych stimuld (Qin et al, 2007), kdy je
napriklad fazicka aktivita neuronu potlacena dal$im typem stimulu (mize to byt
jiny zvuk nebo uUplné jiny senzoricky podnét) a po jeho ukonceni dojde
k reverberaci aktivity fazického neuronu (Grécova et al., 2009; Sadagopan &
Wang, 2010). Reverberace aktivity muiZe byt tedy zplisobena ukoncenim
inhibi¢niho efektu lokalniho oblouku, nebo také primym inhibi¢nim thalamickym
vstupem. Tuto teorii nepfimo podporuje i ndmi nalezena vysSsi Cetnost off
neurond v povrchovym vrstvach AC, kde jsou predominantné lokalizovany
GABAergni interneurony (Prieto et al., 1994).

Casovy pribéh neuronalni odpovédi zobrazené jako PSTH umoziiuje
definovat nékolik kategorii neuronti (Aitkin et al., 1994; Ehret & Moffat, 1985;
Nuding et al., 1999; Oliver, 2005; Recanzone, 2000; Volkov & Galaziuk, 1989). Na
zakladé jak naSich nepublikovanych ,patch clamp“ vysledkli (Pysanenko et al,,
2010), stejné tak intracelularni (Ojima & Murakami, 2002) a ,,whole cell“ (Scholl
& Wehr, 2008; Tan & Wehr, 2009) zaznamy naznacuji, Zze priibéh neuronové
odpovédi je odrazem synaptické excitace a inhibice. Nejcastéjsi typ odpovédi
v AC (jak ve vrstvach tak i v jednotlivych polich) je fazicky, ktery je vysledkem
okamzité hyperpolarizace pyramidovych neuronii pii intraceluldrnim snimani
oznacované jako ,early bursting® (Ojima & Murakami, 2002). Typy fazicko-
tonicky a tonicky pravdépodobné odrazi reaktivitu pravidelné palicich pomalu
arychle se adaptujicich pyramidovych neuronid (Dégenetais et al., 2002),
pricemz dvojvrcholovy typ odpovédi vznika na zakladé aktivity ,intrinsic
bursting” neuront (Kang & Kayano, 1994). Poslednim identifikovanym typem
neurond byl pozdné fazicky. MiliZe se jednat o neurony, které potrebuji delsi
depolarizaci k odpaleni APT (Kwegyir-Afful & Simons, 2009), nebo tento typ
odpovédi miize byt dlisledkem primarniho zpracovani v Al a AAF a nasledné
aktivaci neuront neprimarnich oblasti (pozdné fazickd odpovéd’ se vyskytovala
hlavné v SRAF, PAF a okrajové oblasti). Pokud bereme do uvahy rozloZeni
neurondlnich typl do jednotlivych vrstev AC, opét se potvrzuje dominance
fazickych neuronti ve 4. vrstve, ktera je vstupni.

Pii porovnani velikosti odpovédi neurond na zakladé jejich pozice

v riiznych vrstvach AC se jednoznacné ukazalo, Ze neurony z povrchovych vrstev
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maji nejmensi odpovédi, co mize byt zplisobeno jak nizsi pifimou thalamickou
stimulaci, tak i poSkozenim pfti preparaci, respektive podchlazenim kiry.
Porovnani velikosti odpovédi a typl neuront na zakladé PSTH ukazalo,
Ze nejvétsi odpovéd vykazuji fazické a fazicko-tonické neurony, co znamena
dominanci inicidlniho ,bursting” paleni neuronti. Naopak nejnizsi odpovéd' byla
zaznamendna u pozdné fazickych neuront, co miize byt disledkem jak delsi
depolarizace (vid vySe), tak i nedostatetné intenzity stimulu. Predchozi
publikace popisujici intra (Huggenberger et al., 2009) i extracelularni zaznamy
(Polley et al., 2007; Rutkowski et al., 2003b) ukazuji, Ze velikost odpovédi je
pomérné vyrazné zavisla na intenzité stimulu (stejné tak i amplitudé proudu).
Vzhledem k tomu, Ze nase zaznamy byly ziskdny z narkotizovanych zvirat,
je nutné vzit v potaz i efekt narkézy. Nami pouZita anestezie ketamin/xylazin
ponechava odpovéd’ na zvukovu stimulaci (i komplexni zvuky) témér bez efektu
(Syka et al., 2005) i presto Ze sniZuje spontanni aktivitu, coz ji dava vyhodu
oproti standardné pouZivané pentobarbitalovému nebo uretanovému typu
anestezie (Wallace & Palmer, 2008; Rutkowski et al, 2003b). Optimalni je
pochopitelné snimani u bdélych zvirat, kdy dominuji spiSe tonické typy reakci
nad Cisté fazickymi (Wang et al., 2005). Zde je pak nutné si uvédomit i diilezitost
typu stimulace, kdy neuron jinak reaguje na preferovany typ stimulu (napf.
komplexni zvuk) oproti béZné pouzivanému Cistému tonu. V zasadé se tedy jedna
nejenom o frekvenéni sloZeni stimulu, ale i o jeho ¢asovy pribéh (Huetz et al,,

2011).

6.2 Elektrické vlastnosti neuronii

VySe zminéné vysledky charakteristiky jednotlivych poli ukdzaly moznost
rozliSeni podtypi neuronid na zakladé casového pribéhu jejich odpovédi
zobrazenych jako PSTH. Zda se, Ze dominantni funkci hraje inicialni ,bursting®,
coz odpovida reakci pyramidovych bunék. Pfesnéjsi rozdéleni na podtypy lze
identifikovat z intracelularniho snimani.

Vysledky extracelularniho snimani ukazaly nejvétsi rozdily mezi neurony

z Al a okrajové oblasti. Tato skutecnost je potvrzena jak rlznymi typy
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optimalnich zvukovych stimuldi, tak vinervaci zrozdilnych c¢asti CGM (de la
Mothe et al.,, 2006; He et al., 1997; Romanski et al.,, 1999a; Rutkowski et al,,
2003a). Diivodem proc¢ jsme vybrali neurony z 5. vrstvy, byla jednoducha
identifikace pyramidovych bunék a relativné malé postiZeni pri extracelularnim
snimani pri identifikaci hranice mezi oblastmi. Neurony z Al a okrajové oblasti
vramci elektrickych vlastnosti snimanych pomoci metody tercikového zamku
jednoznacné potvrdily rozdily v ¢asové konstanté membrany, vstupnim odporu,
prahu afrekvenci generovanych APT. Identifikované rozdily jsou
pravdépodobné zplsobeny vyssi vodivosti membrany, co vyplyva zvyssi
Cetnosti tonicky aktivnich proudd pri klidovém potencidlu. Vzhledem
k pritomnosti depolarizacniho ,sagu“ a ndasledného ,rebound spiku“ se jako
nejpravdépodobnéjsi kandidat zptlisobujici rozdily mezi neurony z Al a
okrajovou oblasti jevi pomaly hyperpolarizaci aktivovany kationtovy proud
(Ascoli et al., 2010). Tato teorie byla potvrzena vymizenim ,sagu“ a ,rebound
spiku” po blokovani I proudi pomoci specifického blokatoru ZD7288. K zméteni
velikosti ,sagu”“ jsme misto current clampu pouzili metodu voltage clamp a
vysledkem bylo zjisténi, Ze In v okrajové oblasti vykazoval vy$si amplitudu.
Blokada I vedla ke zvySeni vstupniho odporu a prodlouZeni ¢asové konstanty
membrany z ¢eho vyplynula niZsi excitabilita neuroni. Vyraznéjsi efekt ZD7288
na neurony v okrajové oblasti potvrdil vyssi denzitu I v této oblasti.

Jednim z moZnych vysvétleni rozdilného zastoupeni In proudli mezi
neurony 5. vrstvy okrajové oblasti a Al je fakt, Ze denzita In se zvySuje s rostouci
vzdalenosti od téla neuronu zejména v oblasti apikalniho dendritu, ktery je cilem
excitacnich vstupl z hornich vrstev (Williams & Stuart, 2000). Vyraznéjsi
zastoupeni In v neuronech z okrajové oblasti tedy naznacuje Cetnéjsi inervaci
z granularnich a supragranularnich vrstev (Burkhalter, 1989; Thomson &
Bannister, 1998), coZ odpovidd dominanci thalamickych vstupl sériového
zapojeni AC (Atencio & Schreiner, 2010).

Pokud se opétovné vratime k moZnostem extracelularniho snimani, 1ze na
zdkladé casového pribéhu APT identifikovat RS a FS neurony (Atencio &
Schreiner, 2008). FS relativné Casto odpovidaji parvalbuminovym

interneuronim, které jsou soucasti lokalnich mikrookruhi (Kawaguchi &
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Kubota, 1997), naopak pomalejsi priibéh AP u RS je typicky pro pyramidové
bunky (Andermann et al., 2004; Bartho et al., 2004). NaSe vysledky potvrdili
extraceluldrni moznost identifikace minimalné 2 podtypi neuronti v ramci AC,
které se jednoznacné lisi v casovém priibéhu AP. Distribuce neurondlnich typi
oznacenych jako 1 a 2 se liS{ mezi okrajovou oblasti, kde dominuje typ 2 a
zbytkem AC kde je pomér obraceny. Vramci vrstev AC, typ 2 dominuje jenom
v povrchovych vrstvach. Neurony typu 1 relativné odlisné reaguji na zvysSeni
intenzity stimulace, naopak typ 2 reaguje vice na frekvenci opakovani stimulu.
Vzhledem ke koédovani temporalnich vlastnosti zvuku jiz vnizSich c¢astech
sluchové drahy, prostd zména frekvence, respektive prodlouzeni stimulace, se
nezda dostateénym ndastrojem klepsi charakteristice neuronovych subpopulaci

v AC.

6.3 Zmény hladiny GAD enzymu ve stari v sluchovém systému
potkana

Nase vysledky jednoznacné potvrdily efekt starnuti na mnoZstvi GAD 65
a 67 jak vsluchovém systému (IC i AC), tak i zrakové kiite, kterd byla zvolena
jako kontrola. Potvrzuje se jak pokles proteinti GAD 65 a 67, tak ubytek neuronti
s exprimaci GAD 65 a 67 a pokles jejich optické denzity. Vzhledem k tomu,
ze zmény byly velmi podobné ve vSech mérenych strukturach, lze konstatovat,
Ze pokles obou podtypli GAD je jednoznacné efektem starnuti. Korelace vysledki
imunohistochemie a western blotu ukazuje, Ze spiSe nez o ubytek poctu neuronti
samotnych se jedna o pokles pritomnosti GAD v burikach. Tento fakt je potvrzen
vysledky barveni podle Nissla, kde se nenalezl signifikantni pokles neuront ve
staii (Merrill et al., 2001; Poe et al., 2001; Stanley & Shetty, 2004). NaSe vysledky
odpovidaji drive publikovanym pracim zaméfenym na zmény GABA ve stari
(Caspary et al,, 1995; Gutierrez et al., 1994).

Western blot ukazal relativné vyznamné rozdily v hladiné GAD 65 a 67
mezi AC a IC. I presto, Ze se nalez imunohistochemicky nepotvrdil, pfedchozi

publikace (Sheikh et al., 1999) a vysledky elektrofyziologie ukazuji dominantni
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roli IC vinhibici (Frisina, 2001; Merchan et al.,, 2005), coZ by mohlo nalezeny
rozdil vysvétlit.

Srovnani vysledkd zmén hladin GAD ve stari ukazuje rozdilnost mezi
sluchovym systémem a zrakovou kilirou, co naznacuje rozdilnost pribéhu
starnuti mezi jednotlivymi c¢astmi mozku. Minimalni zmény byly tieba
identifikovany v senzorimotorické a parietalni kiire (Ling et al., 2005; Poe et al,,

2001; Shi et al.,, 2006).

6.4 Audiologické zmény ve stari

Standardnim jevem provazejicim starnuti sluchového systému je zhorseni
funkce jeho periferni ¢asti. U zvitat je tento stav pomérné podrobné prostudovan
(Syka, 2010). Na zadkladé audiometrickych vysledkli, zejména spojenych se
zpracovanim komplexnich zvukovych stimulli, se u clovéka k perifernimu
postiZeni (Kidd & Bao, 2012) ptidava i centralni sloZka. Jak podrobnéji popisuji
vuavodu a vdalSich ¢astech diskuze, centralni presbyakuze ma nékolik ¢asti.
K optimalni identifikaci centralni presbyakuze je nutna podrobna znalost stavu
sluchu vysetrovanych dobrovolnikd.

Khodnoceni funkce sluchové periferie bylo pouzita vysokofrekvencni
tonova audiometrie se stanovenim prahu sluchu a TEOAE a DPOAE k zhodnoceni
funkce zevnich vlaskovych bunék. Na zakladé sluchovych praht Ize tedy rozdélit
starnouci populaci do dvou podskupin a to skupinu s lehkou presbyakuzi, ktera
ma vysledky srovnatelné s kontrolni skupinou mladych dobrovolnikii az do vyse
4 kHz a skupinu s tézkou presbyakuzi, kdy dochazi kzhorSeni sluchu mimo
fyziologické hodnoty jiZ od 1,5 kHz. Nalez je charakteristicky pro presbyakuzi a
je pravdépodobné vysledkem nékolika typl postiZeni struktur vnitiniho ucha
(Schuknecht & Gacek, 1993). Na rozdil od standardnich frekvenci pouzitych
k stanoveni sluchového prahu, byly v nasich pracich pouzity frekvence nad 8 kHz
(do 16 kHz), pti kterych je rozdil jak mezi obéma presbyakustickymi skupinami,
tak i oproti YC jesté vyraznéjsi. Stav sluchovych praht je potvrzen ivysledky
vySetreni OAE. Pokles vybavnosti, respektive amplitud TEOAE a DPOAE

potvrzuje zhorSeni funkce vnitiniho ucha zejména u EP.
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Vzhledem kidentifikaci dvou skupin pribliZzné stejné starych
dobrovolniki se signifikantné odliSnou funkci vnitiniho ucha (ptricemz ani jeden
z dobrovolnikii neudaval hlu¢né pracovni prostredi, chronické stredousni
infekty, nebo vyznamné kardiovaskularni onemocnéni), lze predpokladat
genetickou pri¢inu ztraty populace funkénich OHC (Bovo et al., 2011).

Kromé jiZ popisované bazokochlearni poruchy sluchu je dalSim typickym
nalezem u presbyakuze zhorSeni rozumeéni reci zejména pii ztiZenych
podminkach (Sum v pozadi). Oba nalezy spolu souvisi, jak ukazuje Vanrooij
a Plomp (1990), vysokofrekvencni sluchova porucha je zodpovédna asi za 2/3
horsich vysledkii recové audiometrie. DalSim faktorem ovliviiujicim zhorseni
rozuméni tfe€i poukazujicim na moZnou centralni slozku (Gordon-Salant &
Fitzgibbons, 1993) je sniZena schopnost detekovat jemné casové zmény
(Mazelova et al., 2003). V naSich pracich jsme vyuzili jako jeden ze zpusobil
hodnoceni sluchu Gardner-Robertsonovu (GR) klasifikaci. Skupiny YC a MP
dosahly vysledky spadajici do 1. a 2. arovné GR, co je hodnoceno jako uZzite¢ny
sluch. U skupiny EP dosahlo 18 % jenom urovné 3, ktera se hodnoti jiz jako
neuziteCny sluch. Tento pokles je podporen signifikantnim zhorSenim SDS pri
reCové audiometrii se Sumem v pozadi zejména pri intenzité Sumu 70 dB.

Podobné vysledky publikovali i Frisina a Frisina (1997), problémem ale
zlstava to, Ze pri pouziti komplexnich stimuli (fe€) nelze vyloucit moZnost
kognitivniho deficitu, ktery ovliviiuje centralni zpracovani sluchového signalu
(Humes et al, 2012). Jednim zvysvétleni zhorSené kognice a zni plynouci
zhorSené zpracovani feCi muiZe byt sniZeni inhibice a ndasledny deficit pri
zpracovani casovych parametrii zvuku (Burkard & Sims, 2001; Caspary et al,,
2005). Teorie ,poruchy inhibice“ je vSeobecné ptijimana jako vysvétleni i dalSich
poruch kognitivnich funkci, napt. ¢teni (Manly et al, 2003), verbalni uceni
a plynulost (Persad et al, 2002; Rodriguez-Aranda & Martinussen, 2006),
uvazovani (Mutter et al., 2006; Tucker-Drob, 2011).

Zviteci experimenty ukazuji nékteré nalezy na urovni AC spojené
s poruchou sluchu ve stari, které ovliviiuji zpracovani ¢asovych parametri zvuku
(Suta et al, 2011) u lidi vSak zatim nebyly potvrzeny. Inhibice na urovni AC je

doménou sité inhibi¢nich interneuronti (Levy & Reyes, 2012), specificky
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exprimujicich Ca vaZici proteiny parvalbumin, calbindin a calretinin. Exprese
zminénych proteind ve staii klesa (del Campo et al., 2012; Ouda et al., 2012), co
miiZe byt zodpovédné za zhorseni inhibice a z ni plynouci sniZzeni schopnosti
detekovat Casové-spektralni parametry zvuku (Trujillo et al, 2013), zkraceni
latence zpiisobené chybéjici pre-onsetovou inhibici (Engle & Recanzone, 2013)

a ndhodnost paleni/aktivace neuronti (Turner et al., 2005).

6.5 Zmény hladiny metabolitii v sluchové kiire ¢lovéka v souvislosti
s presbyakuzi zobrazené pomoci MR spektroskopie

JednoznaCné zmény ve stari spojené se sniZzenim exprese GAD a GABA
zjiStény u zvirat nas privedly ke snaze potvrdit podobné zmény i u ¢lovéka. NaSe
MRs experimenty potvrdily vyznamné zmény v celkové produkci metabolitli ve
stari ve sluchové kiife clovéka, respektive v ¢asti temporalniho laloku. Ukazalo
se, ze efekt sluchové ztraty, respektive postiZeni periferni casti sluchového
systému ma jenom minimalni efekt na metabolity v AC (témér Zadny rozdil mezi
skupiny slehkou a tézkou presbyakuzi). Vzhledem ktomu, Ze bylo v naSich
pokusech pouZito jenom pasivni méireni MRs (tzn. bez akustické stimulace), efekt
periferni presbyakuze by se mohl projevit pri funkénim vySetreni (zmény hladin
metabolitl pti zvukové stimulaci).

Jasny pokles ve stari byl zaznamenan u hladin NAA, coZ odpovida
vyraznéjSimu neurondlnimu poSkozeni a demyelinizaci, které jsou spojeny se
starnutim (Li et al, 2010; Richards et al., 1997), pricemz samotné NAA byva
pouzivano k nepfimému urceni neurondlni integrity a denzity (van Wageningen
et al, 2010). Zmény v koncentraci NAA nejsou specifické jenom pro AC, ale jsou
pritomny i v jinych ¢astech mozku (Kaiser et al., 2005; Schubert et al., 2004).

Cast méienych metabolitl kreatin, cholin a myo-insitol (s malou vyjimkou
kreatinu) neukdzala Zadné zmény ve stafi nebo vzavislosti na uUrovni
presbyakuze. V literatufe je jenom omezené mnoZstvi podobnych vySetieni,
ale v zasadé potvrzuji ndmi zjiSténa data v AC.

DalS$im neurotransmiterem, u kterého se projevil staifim vyvolany pokles

byl glutamat. Glutamat je hlavnim excitacnim neurotransmiterem v CNS, coZ by
82



mohlo vysvétlit i rozdil v koncentracich ve skupinach slehkou a tézkou
presbyakuzi vzhledem k sniZené excitaci CNS pri horsi funkci sluchové periferie.
VSeobecné lIze ale Fict, Ze pokles koncentrace glutamatu je dominantné efektem
véku, coz se potvrdilo v motorické kire (Kaiser et al., 2005), parietalni kiie
a bazalnich gangliich (Chang et al., 2009).

Glutamin podobné jako GABA jsou produkty metabolizmu glutamatu.
Vzhledem k blizkosti MRs spekter pro vSechny 3 metabolity, je pomérné slozité
odlisit GABA a glutamin od glutamatu, co miizZe vysvétlovat pro¢ byly zmény ve
stari i vzhledem k drovni presbyakuze minimalni, a tedy nepotvrdily u GABA nas
predpoklad ze zvirecich pokusu. I pres sloZitost identifikace hladin GABA, jsou
nasSe vysledku srovnatelné sjiz publikovanymi daty (Jensen et al, 2005;
O'Gorman etal.,, 2011; Waddell et al.,, 2011).

Poslednim sledovanym metabolitem byl laktat, ktery se béZné vyskytuje
v CNS v relativné malych koncentracich a zvysi se za patologickych podminek.
Laktat je zpracovan v mitochondrialnim TCA cyklu a v CNS je primarné zdrojem
energie pri stresovych/namahavych podminkach (Ross et al, 2010). NaSe
vysledky ukazaly zvySeni koncentrace laktatu u obou starSich skupin zejména
v 18 ml VOI, co je v souladu s predchozim zjisténim hladin laktatu v mozku
(Soros et al., 2006). Jedna z teorii vysvétlujici zvySeni koncentrace laktatu ve
stari, podporena nizsi koncentraci glutathionu, je sniZeni schopnosti reparace
respektive ochrany proti oxidativnimu stresu a poskozeni mitochondrialniho
dychani (Emir et al., 2011).

Pfi porovnani vysledkd vztahovanych k velikosti VOI (8 vs. 18 ml) byly
zjiStény vyraznéjsi zmény piri meérenich zvétSiho objemu kiry. MoZnym
vysvétlenim je vétsi objem bilé hmoty ve vétsSim VOI (asi o 3-7 %), coZ miiZe
zplsobit vyraznéjsi efekt metaboliti s vyssi koncentraci v bilé hmoté. DalSim
faktorem je pravdépodobné vyssi pomér signal/Sum (cca 2 nasobné) v 18 ml
VOI, co ovliviiuje piresnost méfeni koncentraci metabolitli. Pfiznivym zjisténim
bylo, Ze samotnd atrofie klry svékem vyplivajici ze segmentacni analyzy
neovliviiuje koncentraci metabolit(i, a tedy nase zjisténi jsou vysledkem efektu

véku nebo urovné presbyakuze.
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6.6 Morfometrické zmény v Sedé a bilé hmoté sluchové kiiry a drahy
u ¢lovéka ve stari pri riznych drovnich presbyakuze

Centralni typ presbyakuze a sniZeni stimulace pii poskozeni periferie
spojené se starim je predpokladem zmén i v oblasti AC. V posledni dobé byly MR
morfometrie a DTI pouzity kidentifikace zmén voblasti kiry u nékolika
centralnich patologii (Alzheimerova nemoc, schizofrenie, epilepsie, roztrousena
skleréza) spojenych s kognitivni dysfunkci, ale taky i s poruchou sluchu (Madden
et al.,, 2012; Stebbins & Murphy, 2009).

Rozdéleni vySetfovaného souboru do 3 skupin umoZnilo sledovat
3 zakladni proménné: efekt véku, efekt presbyakuze a efekt laterality (stranové
specifické zmény) na 2 predchozi faktory.

V Sedé hmoté jsme identifikovali nékolik zmén, které byly jednoznacné
spojeny se stafim, na druhou stranu Zadnd znamérenych zmén nebyla
zplsobena zvySenim sluchovych prahi u skupiny stézsi presbyakuzi (EP).
Identifikovali jsem sniZeni objemu a tloustky Sedé hmoty v oblasti Heschlova
gyru a planum temporale u obou starSich skupin (MP a EP). Vzhledem
k postiZeni periferniho vstupu, by se dal oCekavat vyrazny efekt periferie na
centralni struktury, prekvapivé to ale neni pravda. NaSe vysledky ukazuji
chybéni efektu periferni sloZky presbyakuze. Podobné i u lidi svrozenou
hluchotou chybi zmény v objemu Sedé hmoty temporalniho laloku (Penhune et
al, 2003). V pripadé hluchoty, lze minimum zmén v Sedé hmoté vysvétlit
nahrazenim chybéjicich sluchovych vstupl jinymi senzorickymi modalitami,
nejcastéji zrakem a motorikou vyuzivanou ke znakovani, coz vede k reorganizaci
vyuziti AC (Newman & Twieg, 2001; Petitto et al., 2000). Podobné zmény spojené
se starim jsme nalezli v GSF, ktery je spojen s ,pracovni paméti“ a ta se podili na
kognitivnich funkcich (du Boisgueheneuc et al.,, 2006). VSeobecné je “pracovni
pamét” povazovana za diilezitou pri zpracovani reci, zejména u starsi populace,
kde nahrazuje zhorseni sluchu zvysenim soustredénosti (Lunner et al.,, 2009)
alepSim vyuZitim sémantické a episodické pameéti (Stenfelt & Ronnberg, 2009;
Tulving, 2002). I presto, Ze nékteré prace v minulosti ukazaly zvySenou aktivaci

GSF pri sluchové ztraté (Wong et al., 2010), nebo vSeobecné ve stari (Park &
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Reuter-Lorenz, 2009; Vermeij et al, 2012), v naSem souboru nebyly
morfometrické zmény spojené s postiZenim sluchu identifikovany. Jako kontrolu
jsem zvolili zrakovou kiru, kde byly identifkovany zmény podobné AC a GSF,
které ale nebyly statisticky signifikantni. Tfetim hodnocenym faktorem byl efekt
lateralizace. VSeobecné lze tict, Ze pro zpracovani zvuki je leva AC dileZitéjsi,
dominuje ve zpracovani komplexnich zvukid (hlavné reci), naopak prava AC
zpracovava spektralni parametry zvuku a frekven¢ni modulaci (napt. hudba)
(Firszt et al., 2006; Schirmer et al, 2012; Tramo et al, 2005). V populaci
dominuje levo-pravd asymetrie, kterd je ale naptiklad u dyslektikii vyrazné
sniZzena (Heiervang et al, 2000), coz je zplisobeno zhorSenim zpracovani
fonologickych a casovych parametri (Fitch et al., 1997; Morris et al., 1998). Nase
vysledky opét potvrzuji levo-pravou asymetrii, kterd ziistdva vékem nebo
sluchovym postiZenim nezménéna.

K zhodnoceni zmén v sluchové draze nad IC a bilé hmoté pod HG byla
pouzita metoda DTI. Jednim z predpoklddanych efektl stari a tedy presbyakuze
je degradace neuronovych siti, proto se DTI, ktera je schopna identifikovat
mikrostrukturalni zmény jevi jako vhodnéjSi metoda nez klasicka volumometrie
(Madden et al., 2009).

Nase vysledky z ¢asti sluchové drahy nad IC ukazaly zvySeni L1 s vékem.
ZvySovani L1 byva znakem vnitini neuronové degradace a vSeobecné
morfologickych zmén neurondlnich vlaken (Lin et al., 2008). Podobné dochazi
kvékem vyvolanym zménam primérné difuzivity, coZz bylo potvrzeno
poskozenim mikrostruktury bilé hmoty v oblasti corpus callosum (Aboitiz et al.,
1996). Vnami sledované casti sluchové drahy nebyla zména MD zplisobena
vékem nebo uUrovni presbyakuze zaznamendna. Frak¢ni anizotropie byva
standardné zvysSena pri uplném chybéni senzorické stimulace, jak u populace
s vrozenou hluchotou ukazal Miao et al. (2012) a u SNHL Chang et al. (2004).
VnaSem souboru nebyla zména FA pritomna, co Ize vysvétlit jinym
mechanizmem ucinku senzorické deprivace u SNHL a presbyakuze. Hlavni rozdil
je Casovy priibéh efektu presbyakuze (dlouhodobé postupné zhorsovani sluchu
s moznosti adaptace), pricemzZ idiopatickda SNHL je ve vétSiné pripadi nahla

s okamzitym efektem na suprakochledrni struktury sluchové drahy. Na&s
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predpoklad je castecné potvrzen imunohistochemickymi vysledky zvirecich
pokusti, kdy akutni sluchové postizeni po ohluseni zptsobi asi 30% sniZeni
bunécné denzity na urovni IC a CGM (Groschel et al,, 2010), pricemz presbyakuze
zplsobi jenom drobné sniZzeni do 10 % (Ouda & Syka, 2012) nebo Zadné zmény
(Helfert et al., 1999).

Vseobecné lze tict, Ze zmény v bilé hmoté ve stari jsou primarné spojeny
s kognitivnim postiZenim a jsou proto zvyraznény u nemoci jako sclerosis
multiplex nebo Alzheimerova demence (Madden et al, 2009). I presto,
Ze presbyakuze nespadd do skupiny kognitivnich poruch, vzhledem k poruse
zpracovani komplexnich zvukii zejména pfti zhorsenych sluchovych podminkach
(Sum v pozadi) je zcela zfejma centralni komponenta presbyakuze (Humes et al.,
2012). Funkc¢né je zhorSeni kognitivnich funkci a presbyakuze kompenzovano
zvySenim vyuZziti sluchovych asociovanych oblasti, pracovni paméti a pravé AC
(Hickok & Poeppel, 2007; Radvansky & Dijkstra, 2007; Sharp et al., 2006).
[ presto, Ze naSe prace nebyla zamérena na intrakortikalni drahy, 1ze ¢astecné
vysvétlit zmény v bilé hmoté pod HG pravé reorganizaci posilujici intrakortikalni
drahy jako c¢astecnou kompenzaci nedostatecného sluchové stimulace. Zmény
v bilé hmoté pod HG je obtiZné vysvétlit, protoze jeji struktura ztraci klasickou
organizaci (svazek neuronti orientovanych jednim smérem) a dochazi ke kiizeni
vldken (,crossing and kissing“), co zplisobi nemoZnost rozliSeni na radidlni
a axiadlni vektory (Alexander et al, 2001; Basser et al., 2002). NasSe vysledky
nekoresponduji s poklesem FA v bilé hmoté pod HG (Lutz et al., 2007), co lze
vysvétlit vSeobecné niZsi FA (v porovnani se sluchovou drahou) a jemné zmény
miiZzou byt tedy maskovany. DalSim vysledkem byl pokles MD a L1 v levé AC
u starsi populace, priCemz pravostranné tato zmeéna chybi, co miize byt
nasledkem zvySeného vyuziti pravé AC jako kompenzace
presbyakuze/kognitivniho zhorSeni ve stari (Balogova et al., 2013). ZvySeni
avgL2L3, které ve vétsiné pripadi provazi demyelinizaci (Madden et al., 2012)
provazelo zhorSeni sluchu, pricemz se ale ukazuje celkovy pokles avgL2L3 ve

stari na levé strané.
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6.7 Zména aktivace sluchové kiiry clovéka ve stari pri riznych
stupnich presbyakuze

NasSe predeslé vysledky ukazaly, Ze i pres jednoznacné postiZenou
periferni ¢ast sluchového systému, jsou zmény v AC spiSe spojeny se starim nez
se sluchovou vadou. MR spektroskopie, MR morfometrie a DTI jsou ,statické“
metody, které piimo neméii centralni vnimani postizené sluchové informace.
Nas predpoklad vychazi z toho, Ze postiZeni periferie snizi nebo zméni aktivitu
vyvolanou v AC, proto se jako nejvhodnéjsi metoda zda fMRI. Vyznamnym
faktorem stari, pravdépodobné ovliviiujicim i presbyakuzi je zhorSeni
kognitivnich funkci (Cabeza, 2001; Humes et al.,, 2013; Kidd & Bao, 2012). S cilem
minimalizovat kognitivni faktor presbyakuze byla zvolena stimulace riizovym
Sumem, ktery je mnohem méné naroc¢ny na centralni zpracovani nez komplexni
stimul (fec).

Nase vysledky ukazuji, Ze aktivace sluchové kiiry je vSeobecné nizsi u YC
oproti obéma star$Sim skupinam, mezi kterymi se opét nepotvrdil signifikantni
rozdil. DalSim zjisténim byl zmenSujici se rozsah aktivace v zavislosti na zvysujici
se frekvenci, co je zvyraznéno opét u obou starSich skupin. SniZeni aktivace
v zavislosti na frekvenci zcela koreluje se zhorSenim funkce vnitfniho ucha na
frekvencich >1,5 kHz. Zajimavé je zjisténi, Ze i na frekvencich kde jsou v ramci
sluchové periferie rozdily mezi skupinami minimalni, je aktivace u obou starsich
skupin signifikantné vysSSi, co potvrzuje pritomnost centralni slozky
presybakuze. Ve vSech naSich skupinach byl identifikovan posun aktivace
medialné se zvysujici se frekvenci, coZ potvrzuje alespon ¢astecnou tonotopickou
organizaci AC wu Clovéka, ktera je ale vicesmérna (mediolateralni
a anteroposteriorni) jak ukazuje Weisz et al. (2004) nebo Langers a van Dijk
(2012).

Pri pohledu na lateralitu aktivace AC, se ukazuje, Ze s vékem se zvySuje
vyuziti pravé AC. S vékem se také zvySuje celkova aktivace AC (jak u MP tak
iu EP), vyraznéji vpravé hemisféfre u vSech vysSetrovanych frekvenci kromé
8 kHz, coz koresponduje s vyraznou sluchovou ztratou na této frekvenci. Celkové

Vv

lze Tici, Ze u obou starSich skupin je rozsah aktivace AC vyssi na pravé strané
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v porovnani s levou AC, pricemz u YC je rozsah aktivace reverzni (vétsi aktivace
vlevo). Vzhledem k tomu, Ze nebyly nalezeny rozdily mezi aktivaci AC u MP a EP
se zda, Ze vétsi vyuziti AC je jednoznacné spojeno se starim bez efektu periferni
slozky presybakuze.

Centralni typem presbyakuze stoji na 2 zakladnich hypotézach: piima a
nepiima (Humes & Dubno, 2010; Humes et al., 1996). Jako tieti moZnosti nebo
parametrem ovliviiujicim centralni presbyakuzi se jevi zhorSeni kognitivnich
funkci ve stari. Nékolik studii ukazalo, Ze zhorSeni periferni stimulace (Schneider
& Pichora-Fuller, 2000; Wingfield et al., 2005) azni plynouci senzoricka
deprivace (Baltes & Lindenberger, 1997; Humes et al., 2012) mtZe zpiisobovat
zhorseni kognitivnich funkci.

Starnuti je vSeobecné provazeno zhorSovanim kognitivnich schopnosti,
které se projevuje jako sniZeni rychlosti zpracovdni podnétli, pozornosti,
vnimani, pracovni paméti, volného vybavovani pamétovych informaci
a znovupoznavani (Dennis & Cabeza, 2008). ZhorSeni kognice je také davano do
souvislosti s poklesem objemu a aktivity hipokampu (Raz et al.,, 2004). Zmény
v aktivité spojené s kognitivni kontrolou ve stari jsou pritomné v prefrontalni
ke, zejména jeji dorzalni Casti (Cabeza & Nyberg, 2000). Pti zpracovani reci
vyuzivame ¢ast popisovanych kognitivnich funkci k zachyceni signalu a obraceni
nasi pozornosti, kratkodobému uloZeni sluchového vjemu do paméti, jeho
porovnani s jiZ zndmymi fonémami a prirazeni vyznamu ke zvuku (Poeppel et al.,
2008).

SniZeni senzorické aktivace (nezavisle od typu stimulace) vede k nutnosti
vyuziti méné specificky zamérenych kognitivnich oblasti (Cabeza et al., 2004).
Wong et al. (2008) ukazali, Ze u starsi populace dochazi pfi zpracovani reci
v Sumu (nejcastéjsi problém spojovan s presbyakuzi) k plosné Sirsi aktivaci kliry
(vcetné nékterych oblasti frontalniho laloku) oproti mladé populaci. Vyssi vyuZiti
frontalnich lalokt pti zpracovani komplexnich zvuki je pfitomno i pii pouzivani
paméti (memory processes) (Moffat et al, 2006), nebo ukolech na potlaceni
odpovédi (response inhibition task) (Milham et al., 2002) a je pravdépodobné
vysledkem snahy o kompenzaci sniZeni schopnosti potlacit irelevantni stimulaci

jako napt. Sum v pozadi. Eckert et al. (2008) pozitivné korelovali zvySeni
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aktivace v oblasti gyrus frontalis medius pri fecové stimulaci ve stari se snizenim
strukturalni organizace temporalni kiry.

V kontextu diskutovanych kognitivnich zmén, lze fici, Ze naSe vysledky
potvrzuji nékolik komponent presbyakuze: Cisté periferni (sniZeni rozsahu
aktivace pri vysokofrekven¢ni stimulaci) a zmény na drovni sluchové kiry

spojené se starim (vSeobecné vyssi rozsah aktivaci AC u MP a EP, zvyraznéni

aktivace pravé AC).
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7. Zaveéer

Pokud bychom zkusili srovnat organizaci AC u potkana, respektive dalsich
hlodavcii s vyssimi savci (napft. kocka), opicemi a primaty a clovékem zjistime,
Ze tonotopie zlstava zakladnim organiza¢nim vzorcem (Woods & Alain, 2009).
Na rozdil od jinych savcti je ale u clovéka tonotopie mnohem méné zdliraznéna
(Kaas & Hackett, 2000; Talavage & Edmister, 2004), coz je dano komplexnéjsim
zpracovanim zvukové informace a jejim vyuZitim pro zdkladni komunikaci.
Funk¢né lze tedy AC rozdélit na primarni sluchovou kiru, ktera je u c¢lovéka
pravdépodobné lokalizovana do BA 41 odpovidajici gyrus temporalis
transversus, kolem ktery se nachazeji sekundarni oblasti spadajici pod planum
temporale (BA 42), kde je alesponl ¢astecné zachovana tonotopicka organizace
a tercidlni (parabeltové) (Kaas & Hackett, 2000) sluchovou kiiru. V zasadé lze
fict, Ze ¢im vétsi multimodalita stimulace, tim nizsi tonotopickad organizace.
Podobnost vorganizaci AC (primati/lidi) je potvrzena i v zakladnich
cytoarchitektonickych znacich (Fullerton & Pandya, 2007; Sweet et al., 2005).

Pravostranna a levostranna sluchovad kira se funkcné lisi. Velice
zjednodusené muzeme konstatovat, Ze leva AC je zodpovédna za zpracovani
¢asovych parametrii zvuku a prava za frekvencni zmény (Schonwiesner et al,,
2007; Tramo et al., 2005). Z této diferenciace vyplyva, Ze rec¢ bude vice aktivovat
levou AC a hudba pravou AC (Tervaniemi & Hugdahl, 2003). Celkové se ukazuje,
Ze ve zpracovani fteCi dominuje levda nad pravou AC nezavisle na
pravo/levorukosti (Knecht et al., 2000). Podobna asymetrie je pritomna i pri
morfometrické analyze, kdy levé planum temporale je vétsi v porovnani s pravou
stranou o 64-82 % (Shapleske et al.,, 1999).

DetailnéjSi zaméreni na rozdily mezi levou a pravou stranou ukazuje,
Ze oboustranné centralni ¢ast planum temporale zpracovava casové parametry
zvuku, na druhou stranu anterolateralni ¢ast PT vlevo se cilené specializuje na
casové parametry, pricemz vpravo na spektralni zmény (Schonwiesner et al,,
2005). Podobné rozdily nejsou typické jenom pro Cclovéka, ale byly

identifikovany jiZz u niZsSich savcl, kdy léze pravé AC zpusobi signifikantni
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zhorseni rozeznavani frekvenéné modulovanych zvuka (Rybalko et al., 2006)
a naopak vlevo ¢asovych parametra zvuku (Rybalko et al., 2010).

V  kontextu naSich vysledki zMRI experimenti, fMRI potvrzuje
morfometrické nalezy ukazujici zmény vyuziti pravé a levé AC ve stari. I presto,
Ze MR morfometrie neukazuje stranovou asymetrii Sedé hmoty, DTI jednoznacné
ukazuje vys$si myelinizaci pod pravou AC, co naznacuje vyssi vyuZiti pravé AC ve
stari.

Nepovedlo se ndm potvrdit centralni zmény spojené se zakladnim
znakem presbyakuze, coZ je zhorSeni funkce vnitiniho ucha projevujici se
zvySenim prahu sluchu na vysSich frekvencich. Naopak je zcela ziejmé, Ze
existuje centralni komponenta presbyakuze, kterd je spojena se zvysujicim se
vékem a neni ovlivnéna zhorSenim funkce periferni c¢asti sluchového systému.

Zakladni otdzkou, zejména v kontextu vysledkd zvitecich pokusi je
dostate¢na citlivost MR zobrazeni. Jednim z mozZnych vysvétleni minimalnich
rozdilii mezi obéma star$imi skupinami je pravé neschopnost MRI tyto rozdily
zobrazit. Jako moZnost se jevi vyuziti silnéjStho magnetického pole (7 T), co ale
ne vzdy znamena citlivéjsi zobrazeni, nebo zvoleni jiné metody napt. MEG. Dale
je nutné se zamyslet nad vhodnosti zvolenych stimuld, které sice stimuluji hlavné
AC, ale pravé jejich ,jednoduchost” vylucuje zhodnoceni efektu vlivu kognitivnich
funkci pacientli, které miizou byt ovlivnény sluchovym postizenim a znéj
plynouci nizsi senzorickou aktivaci. V budoucnu by bylo proto vhodné doplnit
jednak psychoakustické testy (dichoticka kompetitivni stimulace), zhodnoceni

samotnych kognitivnich funkci pacienta (vyuZzit i nesluchové testy), a také

rozsirit ROl i do oblasti prefrontalniho laloku a hipokampu.

1. LiSi se vlastnosti neuronti mezi jednotlivymi oblastmi sluchové kiry
a v ramci rozdilnych korovych vrstev?
e Tonotopie je jedina vlastnost, dle které lze rozdélit AC do jednotlivych
poli.
e Reakce na stimulaci cistymi tény odliSuje okrajovou oblast, UR
a centralni oblasti AC.

e Na zakladé PSTH lze odlisit 5 typl neuronové odpovédi.
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e Nase vysledky podporuji teorii sériového zpracovani zvukl na korové
urovni.

M4 rozdilna reakce neuronti na riizné typy zvukové stimulace v primarni

sluchové kiire a okrajové oblasti zdklad vrozdilnych elektrickych

vlastnostech neuronli a lze tyto odliSné vlastnosti zaznamenat i pri
extracelularnim snimani?

e Neurony zokrajové oblasti potrebuji silnéjsi stimulaci k odpaleni
akc¢niho potencialu.

e Nizsi excitabilita neuronti v okrajové oblasti je ¢astecné zplisobena vyssi
denzitou .

e Jednoznacné Ize odliSit 2 podtypy neuronli na zakladé jejich

elektrickych vlastnosti snimanych pomoci tercikového zamku
i extracelularné.

e Rozdilnost elektrickych vlastnosti neuronti v Al a okrajové oblasti
CastecCné vysvétluje i jejich odliSnou reakci na zvukovou stimulaci.

Dochazi ke zméné celkovych hladin glutamatdekarboxylazy ve sluchové

kiite, colliculus inferior a zrakové kiife ve stafi a méni se pocet a

morfologie neuronti exprimujicich GAD?

e PocCet GAD65 i GAD67 pozitivnich neuront poklesl ve stafi u obou
kmenit v IC, AC a méné vyrazné i v VC, obdobny nalez byl pritomen i pii
meéreni optické denzity.

e Hladiny GAD65 a 67 detekované pomoci western blotu vyznamné
poklesly ve vSech sledovanych strukturach, pricemz v IC a AC byl pokles
vyraznéjsi (50 %) nez v VC (20 %).

Lze identifikovat zmény vhladinach zdkladnich neurotransmitert

vsluchové kiire clovéka spojené se stafim, respektive stupném

presbyakuze?

e MR spektroskopie prokazala zmény v mnoZstvi metaboliti AC s vékem.

e Je pritomen signifikantni pokles v mnozstvi glutamatu a N-

acetylaspartatu u starsi populace.
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¢ Jedina identifikovdna zména spojena s urovni presbyakuze byl pokles
hladin laktatu, ktery byl vyraznéjsi u dobrovolniki s tézkou presbyakuzi.

e MR spektroskopie neprokazala zmény v irovni GABA coZ je v rozporu
s vysledky zvitecich pokusu.

Dochazi k morfometrickym zménam ve sluchové kiire a draze u ¢lovéka ve

stari, respektive pti rliznych trovnich presbyakuze?

¢ Difuzivita bilé hmoty v sluchové draze se méni s vékem.

e Svékem dochazi ke snizeni objemu a rozsahu Sedé hmoty sluchové kiry.

e Morfometrie ukazuje dominanci levé AC, ktera se s vékem neméni

e Presbyakuze jenom minimalné ovliviiuje morfometrii sluchového
systému.

Méni se rozsah aktivace sluchové kiiry ve stari a pti zhorSeni funkce

vnitiniho ucha?

e (Celkova aktivace AC je vétsi u starsi populace.

e Svékem dochazi kzméné levostranné na pravostrannou dominanci

v ramci AC.

93



8. Souhrn prace

NasSe prace byla zamérena jednak na objasnéni nékterych charakteristik
struktury a funkce neuronii z riznych oblasti sluchové kiry u laboratorniho
potkana a dale na identifikaci zmén inhibicniho systému (GAD 65 a 67)
v centralni ¢asti sluchové drahy a kiiry ve stari. Na zakladé vysledkt ze zvitecich
experimentd jsme se nasledné zamérili na zmény v oblasti lidské sluchové kiiry
adrahy spojené se starnutim, které byly vySetfeny pomoci rlznych
zobrazovacich metod MR (spektroskopie, morfometrie, difuzni tenzorové

zobrazeni a funkéni MR).

8.1 Vlastnosti neuronti v riznych polich sluchové kiiry potkana
Reakce neuronii na stimulaci BBN a Cistymi tény se staly zakladem
rozdéleni AC na Al a tii dalSi centralni oblasti: AAF, SRAF a PAF, ke kterym byla
pridana jesté UR lokalizovana mezi Al a AAF. Tyto centrdlni oblasti byly
ohraniCeny okrajovou - okrajovou oblasti. Neurony z Al, AAF, SRAF a PAF mély
vyrazné definovanou CF pri stimulaci Cistymi tény, naopak neurony zUR
reagovaly jenom pfi vysokych intenzitach stimulli a bez presné vymezené CF.
Neurony reagujici jenom na stimulaci BBN se nachazely hlavné v okrajové
oblasti. Pravdépodobné hranice mezi jednotlivymi oblastmi byly vytvoreny na
zakladé zmén tonotopickych gradientli; v PAF tonotopicka organizace chybéla.
Neurony s nejkratSimi latencemi odpovédi pri stimulaci BBN jsme nalezli ve 4. a
6. vrstvé Al, pricemZ nejdelSi latence odpovédi meély neurony z povrchovych
vrstev (L1/2) okrajové oblasti. Podobné rozloZeni jsme nalezli i pfi porovnani
oblasti. Na zdkladé tvari PSTH byly neurony rozdéleny do 5 kategorii: fazické,
fazicko-tonické, tonické, dvojvrcholové a pozdné-tonické. NejCastéjsi typ
odpovédi ve vSech oblastech AC byl tonicky, ten dominoval i ve vSech korovych
vrstvach. Analyza vlastnosti neuronalnich odpovédi prokazala, Ze tonotopie je

zakladnim organiza¢nim principem AC.
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8.2 Nepublikované vysledky (Elektrické vlastnosti neuroni
sluchové kiiry potkana)

Na zakladé elektrickych vlastnosti 1ze pyramidové neurony z 5. vrstvy AC
rozdélit na 2 subpopulace: neurony odpovidajici na depolariza¢ni stimuly salvou
akénich potencidli o vysoké frekvenci (FS) a neurony odpovidajici akénimi
potencialy o nizké frekvenci (RS). RS neurony dominovaly v obou vySetiovanych
castech AC (Al a okrajova oblast). RS neurony z Al vykazovaly signifikantné vyssi
klidovy potencial a jejich vstupni odpor a Casova konstanta membrany byla
030 % vySsi neZ u RS zokrajové oblasti. RS neurony z Al maji APT s vySsi
amplitudou, jejich aktivita ma vyssi frekvenci a maji niz$i primérnou reobazi.
DalS$im rozdilem bylo nerovnomérné zastoupeni hyperpolarizaci aktivovanych
kationtovych proudi (In), které bylo vysSsi u neuronti z okrajové oblasti priblizné
o 40% oproti Al. Vzhledem ktomu, Ze blokovanim In pomoci selektivniho
blokdtoru ZD 7288 doSlo kvyrovnani pasivnich vlastnosti neuroni zAl a
okrajové oblasti, je In pravdépodobné hlavnim faktorem ovliviiujicim klidové
elektrické vlastnosti okrajovych neuronti. Dalsim efektem I, proudid je vznik
»sagu“ (drobné depolarizacni napéti pti stimulaci hyperpolariza¢nim proudem).
Frekvence APT pri repetitivni stimulaci, byla vyrazné niz8§i u okrajovych
neurond, co je v souladu s vétsi koncentraci I a jejich vlivem na priibéh AHP.
Analyza extracelularné snimaného APT ukazala 2 subpopulace neuronti (typ 1 a
typ 2), které se lisi ¢asovym priibéhem AHP. Distribu¢ni index ukazal, Ze typ 2
tvori vétSinovou populaci v povrchovych vrstvach a naopak, v Al respektive celé
AC je Castéji zastoupen typ 1. DalSim rozdilem byla vyraznéjSi reakce na
zvySovani intenzity stimulu u neuront 1. typu. VSeobecné lze Fict, Ze rozdily
v denzité In mezi neurony z Al a okrajové oblasti odpovidaji rozdilnosti mezi
zastoupenim fazickych a tonickych typl neuronii. Analyza vysledkl ,patch
clamp“ dat podporuje hypotézu, Ze rozdily vtypech odpovédi neuronti
nameérenych in vivo miZeme c¢astecné vysvétlit rozdily v jejich pasivnich a

aktivnich elektrickych vlastnostech.
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8.3 Zmény hladiny GAD enzymu ve stari v sluchovém systému
potkana

Zmény v koncentracich GAD65 a GAD67 v IC, AC a zrakové kiife potkant
typu Long-Evans spojené se starnutim jsme vySetfovali pomoci
imunohistochemie a Western blotu. Vysledky ukazaly sniZeni poctu a optické
denzity imunoreaktivnich GAD65 a GAD67 neuront jak v IC tak i v AC. Western
blot prokazal pokles hladin GAD65 a GAD67 spojeny svékem opét v obou
strukturach, ptricemz pokles byl vyraznéjsi nez v zrakové kiife. Snizeni irovné
GAD65 a GAD67 ve stari castecné vysvétluje zhorSeni sluchovych funkci

u starnouci populace savcti véetné ¢lovéka.

8.4 Zména aktivace sluchové kiiry clovéka ve stari pri rtznych
urovnich presbyakuze

S cilem identifikovat centralni sloZku presbyakuze jsme pomoci funkéni
MRI meéftili aktivitu v sluchové kire u EP, MP a YC. Skupina s tézkou formou
presbyakuze (EP) se liSila od skupiny slehkou formou presbyakuze (MP)
postupnym zvySovanim sluchovych prahi na frekvencich nad 1 kHz pri
vySetieni pomoci vysokofrekvencni ténové audiometrie, signifikantnim sniZenim
amplitud nebo dokonce chybénim vybavnosti tranzientnich otoakustickych emisi
(TEOAE) a distorznich produktii otoakustickych emisi (DPOAE) a signifikantnim
zhorSenim rozumeéni teci v tichu i hluku. Skupina MP se liSila jenom minimalné
od YC v pritomnosti OAE nebo vysledcich recové audiometrie, ale amplitudy
DPOAE a sluchové prahy byly signifikantné odlisSné na frekvencich nad 4 kHz.
Zvukem vyvolana aktivita (riZovy Sum centrovanym kolem 350 Hz, 700 Hz, 1,5
kHz, 3 kHz, 8 kHz) byla mérena pomoci BOLD fMRI v oblasti kolem Heschlova
gyru s cilem identifikace zmén v sluchové kiire zptisobenych starnutim. Vysledky
fMRI ukazaly jenom minimalni aktivaci pri stimulaci 8 kHz u EP i pres fakt, Ze
vSichni vySetfovani zvuk slySeli. U obou starSich skupin osob byl rozsah aktivace
v temporalnich lalocich (TL) vysSi vporovnani sYC. Obé starSi skupiny
aktivovaly vice pravy neZ levy TL. Porovnani EP a MP neprokazalo statisticky
signifikantni rozdily v aktivaci AC. NaSe vysledky ukazuji jenom minimalni vliv
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poruchy sluchu na rozsah aktivace v temporalnim laloku, na druhou stranu se ale
vék ukazuje jako signifikantni faktor. NaSe vysledky ukazuji, Ze vétsi rozsah
aktivace u obou starSich skupin v porovnani s YC mize byt kompenzacnim
mechanizmem zhorSeného rozliSeni ¢asovych parametrii zvukd spojenych se

starnutim.

8.5 Zmény hladiny metaboliti vsluchové kiife clovéka
u presbyakuze zobrazené pomoci MR spektroskopie

Pomoci 1H MR spektroskopie byly na 3T tomografu zméreny hladiny
metaboliti v AC u tfi skupin: EP, MP a YC. K vySetieni sluchu byla uvsech
dobrovolnikli pouzita tonova audiometrie (125-16000 Hz). Identifikovali jsme
signifikantni rozdily v koncentracich glutamatu a N-acetylaspartatu s nizsimi
hladinami u starSich subjektli. Laktat byl naopak zvySen u skupiny s tézkou
formou presbyakuze. U dalSich metabolitli, v€etné GABA, jsme nenalezli Zddné
signifikantni rozdily mezi starsi a mladsi populaci. Vysledky ukazaly, Ze zhorSeni
funkce vnitfnitho ucha je provazeno poklesem koncentrace excitatniho
neurotransmiteru- glutamatu a zvySenim hladin laktatu v AC, které je vyraznéjsi

u starsi skupiny s vy$$imi sluchovymi prahy,

8.6 Morfometrické zmény v Sedé a bilé hmoté sluchové kiry a drahy
u ¢lovéka ve stari pri riiznych stupnich presbyakuze

MR morfometrie a DTI byly pouzity k méreni zmén v centralni casti
sluchového systému u EP a MP vporovnani sYC. Po rekonstrukci kiry,
volumetrické segmentaci a traktografii sluchové drahy jsme mérili 3 parametry:
objem Sedé hmoty, plochu povrchu a tloustku kiiry. U vSech vySetrovanych
skupin byly plocha povrchu kiiry a objem Sedé hmoty véts$i na levé strané
v oblasti Heschlova gyru, planum temporale a podobny trend byl pritomen
i voblasti gyrus frontalis superior, naopak u primarni zrakové kiry byly oba
parametry vétsi vpravo. Témeér vSechny métfené parametry byly signifikantné

nizsi u starsi populace v oblasti Heschlova gyru, planum temporale a gyrus
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frontalis superior. Faktor véku nemél vliv na lateralitu kiry. V centralni c¢asti
sluchové drahy nad IC byl pritomen trend efektu véku v podobé prodlouzeni
axialni vektoru difuzivity (L1) u starsi populace. V levé hemisfére byl pritomen
trend poklesu L1, ktery byl opét vyraznéjsi u starsi populace. Efekt poruchy
sluchu jsme nalezli u skupiny s tézkou formou presbyakuze v podobé trendu
zvySeni radidlnich vektord (L2L3) v bilé hmoté pod Heschlovym gyrem. Tyto
vysledky naznacuji, Ze u starnouci populace jsou spolu s perifernimi zménami
pritomny i zmény v centralni ¢asti sluchového systému, velikost sluchové ztraty

vSak nema signifikantni vliv na centralni zmény.
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9. Summary

The aim of this study was to identify specific features of the structure and
function of neurons in the auditory cortex of rat and in addition to find out by
imunohistochemistry changes of the inhibitory systems (GAD 65 and 67) in the
central auditory structures. Based on the findings in animal model (rat) we
focused on changes in the central part of the auditory pathway and cortex in
ageing human population that were studied by different MRI techniques

(spectroscopy, morphometry, diffusion tensor imaging and functional MRI).

9.1 The response properties of neurons in different fields of the
auditory cortex in the rat

Based on the neuronal responses to broad band noise (BBN) and pure
tone bursts, the AC may be divided into the primary auditory cortex (AI) and
three other core fields: anterior (AAF), suprarhinal (SRAF) and posterior (PAF)
as well as an unspecific region (UR) inserted between the Al and AAF. The core
fields are surrounded by a belt area. Neurons in the Al, AAF, SRAF and PAF
showed well defined characteristic frequencies (CF) in response to pure tone
stimulation; in contrast, UR neurons responded only at high intensities without a
clear CF. Neurons responding only to BBN stimulation were found mostly in the
belt area. The putative borders between the core fields were determined by
changes in their tonotopic gradient; however, no tonotopic organization was
found in the PAF. Neurons with the shortest response latencies to BBN
stimulation were found in layer 4 (L4) and layer 6 (L6) in the Al, while those
with the longest latencies in the superficial layers (L1/2) of the belt area. Similar
principles of responsiveness were observed when the spike rate in response to
BBN stimulation was evaluated, with the highest rate present in L4 of the Al and
the lowest in L1/2 of the belt area. According to the shape of the peristimulus
time histograms, the responses of neurons in the AC of the rat may be classified
as pure onset, sustained, onset-sustained, double peak or late onset. The most

dominant in all fields, as well as in all layers, was the pure onset response. The
99



response characteristics of auditory cortical neurons reveal tonotopy to be the

only unambiguous feature for the parcellation of the AC.

9.2 Unpublished data (Electrical properties of neurons in the
auditor cortex of the rat)

Based on the electrical properties, pyramidal neurons from layer 5 can be
divided into two subpopulations: regular-spiking (RS) and fast-spiking (FS). We
found RS cells to be prevalent among neurons in both AC parts (Al and belt area).
Interestingly, RS neurons from the Al showed significantly higher resting
membrane potential excitability. Their time membrane constants and input
resistance values were increased by 30% compared to RS neurons from the belt
area. Accordingly, Al neurons generated APTs with higher amplitudes, shorter
latencies and a lower average rheobase. Another difference was in the density of
the hyperpolarization-activated cation current (I) that was elevated in belt area
neurons by about 40%. Experimental blockade of Iy led to similar electrical
properties in both neuronal groups, suggesting I, was the main factor regulating
the excitability of belt neurons at rest. Furthermore, I produced a depolarization
sag in the voltage responses to low-amplitude current steps injected into AC
neurons. The jitter of steady-state action potentials evoked by repetitive current
stimuli was significantly reduced in belt neurons compared to their Al
counterparts. This suggests that on a longer time scale, Iy could help to maintain
the persistent firing of neurons from the belt region. The analysis of extracellular
recorded APTs also showed two neuronal subpopulations (type 1 and type 2)
based on the time course of the AHP. The distribution index showed that type 2
neurons form majority of population in superficial layers of the AC whereas type
1 dominate in all other layers as well as in the AC overall. Another difference was
caused by reaction to increase of the stimulus intensity that was more
pronounced in type 1 neurons. We conclude that the differential densities of I in
Al vs. belt neurons fit their phasic vs. sustained phenotypes. The patch clamp

data support the hypothesis that differences in the spiking patterns obtained
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in vivo could be at least partially explained by differences in the intrinsic passive

and active electrical properties of Al and belt neurons.

9.3 Age-related changes in GAD levels in the central auditory system
of the rat

Age-related changes in GAD65 and GAD67 levels were investigated using
immunohistochemistry and Western blotting in the inferior colliculus (IC), the
auditory cortex (AC) and the visual cortex in Long-Evans rats. The results show
that aging is associated with a decrease in the numbers of GAD65 and 67
immunoreactive neurons and the optical density of their somas in both the IC
and AC. Western blot analysis revealed a pronounced age-related decline in the
levels of GAD65 and 67 proteins in both the IC and AC. For comparison, in the
visual cortex the decrease in both proteins was less pronounced than in the IC
and AC. The observed age-related decline in the levels of GAD65 and 67 may
contribute significantly to the deterioration of hearing function that accompanies

aging in mammals, including man.

9.4 Functional changes in the auditory cortex in aging

With the aim to explore the central component of presbycusis we studied
the function of the auditory cortex by functional MRI in EP, MP and YC. The
elderly group with expressed presbycusis (EP) differed from the elderly group
with mild presbycusis (MP) by a steady decline of hearing thresholds above
1kHz in high frequency pure tone audiometry, significantly decreased
amplitudes or missing transient oto-acoustic emissions (TEOAE) and distortion-
product oto-acoustic emissions (DPOAE) and a significantly worse speech
understanding in quiet and noise. The MP group showed only minimal
differences in the occurrence of OAEs and the results of speech audiometry in
comparison with young controls (YC), although their amplitudes of DPOAE and
hearing thresholds were significantly decreased at frequencies above 4 kHz.

Acoustically evoked activity (pink noise centered around 350 Hz, 700 Hz,
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1.5 kHz, 3 kHz, 8 kHz) recorded by BOLD fMRI from an area centered on Heschl’s
gyrus was used to determine age-related changes at the level of the auditory
cortex. The fMRI showed only minimal activation to 8 kHz stimulation in the EP
group despite the fact that the stimulus was heard by all subjects. Both elderly
groups showed greater activation to acoustical stimuli in both temporal lobes
(TL) in comparison with young subjects. In addition, the activation in the right
TL was in both elderly groups more expressed than in the left TL. No statistically
significant differences in activation of the auditory cortex were found between
the MP and EP groups. Our results show only minimal influence of hearing loss
on the extent of temporal lobe activation, however ageing seems to be
a significant factor. The greater extent of cortical activation in elderly subjects in
comparison with young subjects may represent a compensatory mechanism for

the decreased temporal processing of auditory information with ageing.

9.5 Metabolic changes in the auditory cortex in presbycusis
demonstrated by MR spectroscopy

The 1 H magnetic resonance spectroscopy at 3 T tomograph was used to
examine metabolite levels in the auditory cortex of three groups EP, MP and YC.
Significant differences were found in the concentrations of glutamate and
N-acetylaspartate, with lower levels in aged subjects. Lactate was particularly
increased in subjects with expressed presbycusis. Significant differences were
not found in other metabolites, including GABA, between young and elderly
subjects. The results demonstrate that the age-related changes of the inner ear
are accompanied by a decrease in the excitatory neurotransmitter glutamate as
well as a lactate increase in the auditory cortex that is more expressed in elderly

subjects with large hearing threshold shifts.
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9.6 Diffusion tensor imaging and MR mophometry of the central
auditory pathway and auditory cortex in aging

MR morphometry and diffusion tensor imaging (DTI) was used to study
the state of the central auditory system in EP and MP group compared to YC.
Cortical reconstruction, volumetric segmentation and auditory pathway
tractography were performed. Three parameters were evaluated by
morphometry: the volume of the gray matter, the surface area of the gyrus and
the thickness of the cortex. In all experimental groups the surface area and gray
matter volume were larger on the left side in Heschl’s gyrus and planum
temporale and slightly larger in the gyrus frontalis superior, whereas they were
larger on the right side in the primary visual cortex. Almost all of the measured
parameters were significantly smaller in the elderly subjects in Heschl's gyrus,
planum temporale and gyrus frontalis superior. Aging did not change the
laterality of the gyri. In the central part of the auditory pathway above the
inferior colliculus, a trend toward an effect of aging was present in the axial
vector of the diffusion (L1) variable of DTI, with increased values observed in
elderly subjects. A trend toward a decrease of L1 on the left side, which was
more pronounced in the elderly groups, was observed. The effect of hearing loss
was present in subjects with expressed presbycusis as a trend toward an
increase of the radial vectors (L2L3) in the white matter under Heschl’s gyrus.
These results suggest that in addition to peripheral changes, changes in the
central part of the auditory system in elderly subjects are also present; however,

the extent of hearing loss does not play a significant role in the central changes.
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