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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva vlivem stresu na c¢innost CAl oblasti hippokampu.
Hlavnim ukolem bylo zjistit, zda stresova zatéz ovlivni lokdlni metabolismus
glukokortikoid, a zda se v CA1 oblasti hippokampu ucinkem stresové reakce zméni hladiny
kortikosteroidnich receptort. K odpovédi na tyto otazky byly pouzity celkem tifi kmeny
potkanti. Potkani kmene Fisher, Lewis a Wistar, ktefi se mezi sebou vzajemné¢ lisi v aktivité
osy hypothalamus-hypofyza-nadledviny. Nase vysledky prokazaly, ze stresova zatéZz nema
zadny vliv na zménu exprese MR mRNA. Naopak snizuje hladiny GR mRNA v CA1 dorzalni
oblasti hippokampu. Také jsme potvrdili, Ze u potkani kmene Lewis a Wistar nedojde po
stresu ke zméné glukokortikoidniho metabolismu. U Fisher potkanii se v CAl ventralni
oblasti hippokampu zvysila exprese 11B-HSD1 mRNA, a stim tedy i metabolismus
kortikosteronu.

This thesis examines the influence of stress on the activity of hippocampal CA1 area.
The main task was to determine whether the stress load affects the changes of the local
metabolism of glucocorticoids, and whether the levels of corticosteroid receptors in the CAl
hippocampus are modulated in response to stress. In order to answer these questions, the
experiments were carried out using three different rat strains - Fisher, Lewis and Wistar which
differ in their activities of hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Our results demonstrate that
stress has no effect on expression of MR mRNA. Conversely, stress reduces the levels of GR
MRNA in CAL area of the dorsal hippocampus. Moreover, we confirmed that the Lewis and
Wistar rats didn’t change metabolism of glucocorticoids after stress response. By the Fisher
rats increased levels of 113-HSD1 mRNA expression and therefore increased the metabolism
of corticosterone.

Kli¢ova slova

Stres, glukokortikoidy, glukokortikoidni receptory, mineralokortikoidni receptory,
HPA osa, 11B-hydroxysteroiddehydrogenéza typu I, CA1 oblast hippokampu.
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1. Seznam zkratek

6PG
11p-HSD1
11p-HSD2
11HSD
ACTH
ADH
AME
ANOVA
AP-1
AV CR
AVP
c-11
CAld
CALi
CAlv
CAMP
CBG
CBX
cDNA
CLIP
CNS
CoA
CREB
CRF
CRH

CRH-R1

6-fosfoglukonolaktat
11beta-hydroxysteroiddehydrogenaza typu 1
11beta-hydroxysteroiddehydrogenaza typu 2
11beta-hydroxysteroiddehydrogenaza
adrenokortikotropni hormon

antidiureticky hormon

syndrom zdanlivého mineralokortikoidniho nadbytku
statisticka analyza rozptylu

aktivacni protein-1

Akademie véd Ceské republiky
argininvasopresin

jedenacty uhlik v fetézci

CA1 dorzalni oblast hippokampu

CA1 intermedialni oblast hippokampu

CA1 ventralni oblast hippokampu

cyklicky adenosinmononukleotid

globulin vazajici kortikosteroidy
karbenonoxolon

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
kortikotropinu podobny peptid intermedialniho laloku
centralni nervova soustava

koenzym A

transkripcni faktor

kortikotropin-uvolnujici faktor
kortikotropin-uvolnujici hormon

receptor pro kortikotropin-uvoliujici hormon typu 1



CRH-R2
CS

DA

DG

DH
DNA
dNTP
EC
EPSP
ER
F344
FSH
H6PDH
HPA osa
Hsp
G6P
GaS
GABA
GAPDH
GHRH
GLUT
GnRH
GR
GRE
GT
IGF-1

IL-1

receptor pro kortikotropin-uvolfiujici hormon typu 2
kortikosteron

dopamin

gyrus dentatus

dorzalni hippokampus
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotid trifosfat
enthorinalni kiira

excitaéni postsynapticky potencial
endoplazmatické retikulum

potkani kmene Fisher
folikuly-stimulujici hormon
hexo6za-6-fosfatdehydrogenaza

osa hypothalamus-hypofyza-nadledviny
protein teplotniho Soku
glukoza-6-fosfat

alfa-stimulaé¢ni podjednotka trimerniho G-proteinu
kyselina gama-aminomaselna
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
rustovy hormon-uvoliujici hormon
glukozovy transportér
gonadotropin-uvolnujici hormon
glukokortikoidni receptor
glukokortikoidy regulovana oblast genu
glukéza-6-fostat translokdza

insulinu podobny rtstovy faktor-1

interleukin 1



IL-6
LDL
LEW
LH
LMD
LPH

LS
LTD
LTP
Lys
mMR
MR
MRNA
MSH
NAD*
NADPH
NF-xB
nGRE
NMDA
N-POC
NPP
P450ssc

PAC1-R

PACAP
PCR

PEG

interleukin 6

lipoproteinova ¢astice S nizkou hustotou

potkani kmene Lewis

luteiniza¢ni hormon

laserova mikrodisekce

lipotropin

lateralni septum

proces dlouhodob¢ deprivace

proces dlouhodobé potenciace

aminokyselina lysin

membranovy mineralokortikoidni receptor
mineralokortikoidni receptor

mediatorova ribonukleova kyselina
melanocyty-stimulujici hormon
nikotinaminadenindinukleotid oxidovany
nikotinaminadenindinukleotidfosfat redukovany
nukleacéni faktor kappa B

negativné glukokortikoidy regulovana oblast genu
N-methyl-D-asparagova kyselina
N-pro-opiokortin

N-termindalni peptid proopiomelanokortinu
cytochrom P450 Stépici postranni fetézec cholesterolu

receptor hypofyzarniho adenylat-cyklazu aktivujiciho
polypetidu typu 1

hypofyzarni adenylat-cyklazu aktivujici polypeptid
polymerazova fetézova reakce

polyetylenglykol



PKA
POMC
pre-POMC
PRL

PTSD
PVN

RIA

RNA

rpm
RT-PCR

SDR

SS

ST
TNF-a
TRH
TSH
Tyr
UCN
VGCC
VH
VIP
VPAC1
VPAC2

WIS

proteinkinaza typu A

proopiomelanokortin
pre-proopiomelanokortin

prolaktin

posttraumaticka stresova porucha
paraventrikularni jaddro hypothalamu
radioimunoesej

ribonukleova kyselina

otacky za minutu

polymerazova fetézova reakce v redlném case

proteinova rodina dehydrogenaz/reduktaz s kratkym
fetézcem

somatostatin

stria terminalis

tumornekrotizujici faktor-alfa

thyreotropin-uvolnujici hormon

thyreotropin-stimulujici hormon

aminokyselina tyrosin

urokortin

napét'ove zavisly kanal pro vapenaté ionty

ventralni hippokampus

vasoaktivni intestinalni peptid

vasoaktivni intestinalni peptid-preferujici receptor typu 1
vasoaktivni intestinalni peptid-preferujici receptor typu 2

potkani kmene Wistar
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2. Uvod

Stres je jakykoliv podnét vedouci k naruSeni vnitiniho prostiedi organismu, coz mize
mit za nasledek celou fadu psychickych a fyzickych zmén. Stresova reakce zahrnuje v prvni
rad¢ aktivaci sympatického nervového systému, ktery umozni organismu okamzité
zareagovat. Nasledné se zacinaji uvolnovat glukokortikoidy z kiry nadledvin, které jsou
dalezit¢ pro zpétné nastaveni homeostdze. Sekrece glukokortikoidli je regulovana osou
soustavou, ktera je do velké miry nadfazena vétSing€ ostatnich zlaz v téle. Glukokortikoidy
maji celou fadu ucinkd, které jsou zahajovany vazbou na kortikosteroidni receptory. Ty jsou
cetné umisténé ve vétsing tkani vcetné specifickych struktur mozku. Jak silné bude biologicka
odpovéd’ glukokortikoidii na ptichozi stimul, zavisi nejen na jejich plazmatické koncentraci,
ale i na aktivité lokalniho intracelularniho metabolismu. Glukokortikoidy se mohou vazat na
receptory pouze V pritomnosti hydroxylové skupiny na 11. uhliku (Harris et al., 2001).
V cytozolu tady bunc¢k proto najdeme enzym, ktery ma schopnost neaktivni formy
glukokortikoidi (u ¢lovéka kortizon, u potkant 11-dehydrokortikosteron) ménit na aktivni (u
¢lovéka kortizol, u potkant kortikosteron). Jedna se o 11p-hydroxysteroiddehydrogenazu typu
1 (11B-HSDI). Koncentrace téchto aktivnich forem glukokortikoidli musi byt udrzovana jiz
od prenatalniho vyvoje ve spravném fyziologickém rozmezi (Shoener et al., 2005). Pokud je
hladina zvySena pisobenim chronického stresu, nebo naopak sniZena naptiklad nedostatecnou
aktivitou glukokortikoidy metabolizujicitho enzymu, dochazi k projeviim fady onemocnéni.
V dnesni dobé€ je pozornost zamétfena zejmeéna na ucinek glukokortikoidli na uceni a pamét.
Stresem zvySené hladiny glukokortikoidi mohou ovlivnit funkci nervovych bunék,
synaptickych receptorii ¢i iontovych kanali (Maggio & Segal, 2010). Pravé timto zplisobem
pak muze stres ménit procesy uceni a paméti. Oblast mozku, kterd zodpovidad za
zapamatovani si novych informaci, je hippokampus. Hippokampus obsahuje vysoké hladiny
obou kortikosteroidnich receptorti (de Kloet et al., 2000), jeho ¢innost je regulovana kromé
glukokortikoidli i ostatnimi hormony HPA osy jako naptiklad kortikotropin-uvoliujicim
hormonem (Chalmers et al., 1995), navic exprimuje enzym 11B-HSDI, méa cCetné spoje
s limbickym systémem (Segal et al., 2010), s PVN (Maggio & Segal, 2009) a sam ovliviiuje
¢innost stresové drahy. Z téchto udaja je patrné, Ze je hippokampus se stresovou drahou tizce
spojeny. Objasnit, do jaké miry je Cinnost hippokampu ovliviiovdna stresem zvySenymi
hladinami glukokortikoidd, je cilem soucasnych studii.
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3. Literarni ptehled

3.1. OSA HYPOTHALAMUS-HYPOFYZA-NADLEDVINY

Osa hypothalamus-hypofyza-nadledviny neboli HPA (z angl. hypothalamic-pituitary-
adrenal axis) osa je hlavni neuroendokrinni systém organismu zaji$t'ujici adaptaci na zmény
(Abelson et al., 2007). Jedna se o velmi dulezitou dréhu, ktera tidi obséhlou skalu procest —
reaguje na jakykoliv stresovy podnét, ma vliv na pfijem, skladovani a vydej energie,
spoluvytvaii emoce, nalady, mé vliv na imunitni systém, je dilezita pro rozmnozovani, pro
sexualitu, a fadu dalSich procesti. Funkce HPA osy vyplyva z propojeni pfimymi a zpétnymi
interakcemi mezi hypothalamem, hypofyzou a nadledvinami a faktem, Ze spojuje vSechny tfi
zivot-udrzujici systémy v téle — nervovou, endokrinni a imunitni soustavu. Tyto systémy maji
shodné ligandy (neuropeptidy, steroidy, cytokiny, neurotransmitery) a receptory, pomoci
kterych se mohou vzajemné ovlivitovat (Chesnokova & Melmed, 2002). Mechanismy, které
reguluji miru jejich interakce, se vyskytuji na né€kolika urovnich, vSechny jsou diilezité pro
zachovani spravné funkce organt a k udrzovani homeostaze (Chesnokova & Melmed, 2002).
Souhra téchto soustav muze byt naruSena stresovymi podnéty. Na ty HPA osa reaguje jednak
zménou aktivity imunitniho systému, diky ¢emuz se na jedinci mlze stres podepsat poruchou
imunity (Besedovsky & del Rey, 2011), ale zejména nastartovanim produkce glukokortikoidt
v ktife nadledvin. Samotné glukokortikoidy a jejich nizko- a vysoko-afinni receptory pak
zpetnovazebné ovliviuji jeji ¢innost (Reul et al., 2000). Z tohoto diivodu je HPA osa casto
oznacovana jako stresova draha. Reaguje na stresové stimuly a vytvafi adekvatni odpovéd,
ktera zajisti udrzeni stalého vnitiniho prostfedi organismu. Stres miiZeme charakterizovat jako
stav organismu, ktery nastane po jakékoliv vyraznéji pisobici zatézi, at’ fyzické ¢i psychické.
Stres je impulzem k aktivaci obrannych mechanismt. Nemusi byt proto nutné synonymem
néceho Spatného a nechténého. Stres je dillezity pro prezivani. Pokud je stres kratkodoby,
muze vést k vy$s§im fyzickym a psychickym vykonim a motivovat nds. OvSem vzhledem k
dnesni dobé, kdy je celd spolecnost zamétena na vykon, trpi lidé G€inky stresu chronického.
Vystavovani se naroénym situacim zpusobuje fadu psychickych a fyziologickych zmén, které
se projevuji neklidem, ndladovosti, podrazdénosti, zazivacimi problémy, nespavosti, a fadou
dalSich. Pokud je plisobeni stresu dlouhodobé, ¢asto vede k tizkostnému nebo depresivnimu
chovani a mize vyvolavat rizné zdravotni potiZe. Proto studie, které se zabyvaji aplikovanim
chronického stresu na zvifeci modely, nej€astéji potkany ¢i mysi, mohou poskytnout dilezité

informace o faktorech, které HPA osu ovliviiuji a vedou ke vzniku danych onemocnéni.
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3.1.1. Stresova draha

Na molekularni urovni je stres spojen se zvySujicimi se hladinami glukokortikoida v
krvi. Tomuto zvySeni pfedchazi aktivace stres-senzitivnich oblasti paraventrikularniho jadra
hypothalamu (PVN). PVN obsahuje jednak senzory reagujici na zménu vnitiniho prostfedi a
zaroven neuroendokrinni neurony, které na vyvolanou zménu odpovidaji (Wamsteeker
Cusulin et al., 2013). Tyto tzv. parvocelularni neurosekrecni bunky produkuji na podnét
kardiovaskularnich, respira¢nich ¢i visceralnich stimuld dva peptidy — vasopresin (AVP) a
kortikotropin-uvoliujici hormon (CRH) (Aguilera, 1998). AVP a CRH jsou hypothalamo-
hypofyzarnim traktem pienaSeny do piedniho laloku hypofyzy, kde ovliviuji produkci
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) (Aguilera, 1998). ACTH po uvolnéni do cirkulace
aktivuje tvorbu a uvolilovani glukokortikoidl z kiiry nadledvin. Glukokortikoidy maji v téle
rozsahlé mnozstvi U¢inkd — reguluji metabolické a homeostatické procesy (Harris et al.,
2001), jsou esencidlni pro spravnou ¢innost HPA osy, maji vliv na vyvoj mozku (Wyrwoll et
al., 2011), maji protizanétlivy a protialergicky uc¢inek (Ganong, 2005), jsou dulezité pro
spravné fungovani CNS (Wyrwoll et al, 2011), jsou diilezité pro uceni a pamét’ (Liston et al.,
2013; Lozano et al., 2013; Yau & Seckl, 2012), maji vliv na Cinnost iontovych kanalt
(O'Regan et al., 2001), aktivuji katecholaminy k mobilizaci energie (Ganong, 2005), a fadu
dalsich. Velmi dulezita funkce glukokortikoidi je i zpétnovazebné zastaveni ¢innosti HPA
osy. Glukokortikoidy inhibuji tvorbu CRH a AVP, coz zptisobi ukonceni Stépeni prekurzoru
ACTH proopiomelanokortinu (POMC). SniZeni hladiny ACTH v krvi nasledné zastavuje

tvorbu glukokortikoidll a organismus je pfipraven reagovat na dal$i podnéty.

Stress
Circadian (physical, emotional, Obr 1
regulation hypoglycemia)

Schématické znazornéni HPA osy. Hypothalamus
produkuje v zavislosti na fadé rlUznych stimuld
kortikotropin-uvolfiujici hormon (CRH), ktery v
hypofyze aktivuje Stépeni proopiomelanokortinu
(POMC), jehoz produktem je mimo jiné i
adrenokortikotropni hormon (ACTH), ktery nasledné v
nadledvindch ~ spousti  syntézu a  uvolilovani
glukokortikoid — u potkana piedevs§im kortikosteronu,
u clovéka kortizolu. Ty nésledné negativni zpétnou
vazbou ovliviiuji C¢innost nékterych mozkovych
struktur. Na stres vprvni fadé reaguje sympaticky
nervovy systém, ktery stimuluje uvoliiovani adrenalinu
P—— ¢i noradrenalinu z dfené nadledvin. (LC — locus
congentration coeruleus)

Neurotransmitters;
peptides

Hypothalamic corticotropin
releasing center

LC/NE
symp. syst.

v Zdroj: http://highered.mcgraw-
Norenmeptine | hill.com/sites/d1/free/0071402357/156720/figure321_3.
html

Adrenal
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3.1.2. Propojeni HPA osy

Pro celou drahu je velmi diilezité propojeni hypothalamu s hypofyzou, které je dvojiho
typu. Sptednim lalokem hypofyzy, tzv. adenohypofyzou je hypothalamus spojen
prostfednictvim cév. Spojeni se zadnim lalokem hypofyzy neboli neurohypofyzou je
umoznéno svazkem nervovych vldken. Propojeni téchto dvou organli mizeme vidét na

obrazku €. 2.

Piimé cévni propojeni mezi hypothalamem a piednim lalokem hypofyzy je portalniho
charakteru. Systém zacinad i koné¢i kapildrami, aniz by pritom krev prosla srdcem. Cévy
primarni kapilarni pleten¢ hypothalamu prochazeji tzv. infundibulem neboli stopkou
hypofyzy a vytvareji v pfednim laloku sekundarni pleten kapilar. Krev pfichazejici
Z hypothalamu je obohacena o hypothalamické hormony, které v adenohypofyze stimuluji
nebo inhibuji sekreci hypofyzarnich hormont. Za misto vzniku tohoto portalniho systému se
povazuje oblast oznaCovana jako eminentia mediana, ktera lezi v pfednim hypothalamu
(Ganong, 2005). Jedna se o mozkovou oblast, ktera patii mezi tzv. cirkumventrikularni

organy, tedy organy, které¢ lezi mimo hematoencefalickou bariéru.

Nervové propojeni mezi hypothalamem a neurohypofyzou se oznacuje jako tzv.
hypothalamo-hypofyzarni trakt, ktery slouzi pro transport oxytocinu a vasopresinu do
hypofyzy (Herman et al., 2012). Trakt zac¢ina v hypothalamu v jadrech nc. supraopticus a nc.
paraventricularis. Nemyelinizované nervové vybézky prochézeji infundibulem do hypofyzy,
kde jejich axonalni zakonceni tvoifi podstatny objem zadniho laloku. Neurohypofyza patti
taktéz mezi cirkumventrikularni neboli paraventrikularni, orgdny. Tyto oblasti mozku se
V porovndni s béZznymi kapilarami CNS vyznacuji odliSnou strukturou. Jsou fenestrovany,
jejich endotelové bunky jsou propojeny pomoci ,,gap junctions® (vodivych spojli) a obsahuji
mnoho transportnich vezikulti. Umoznuji tak piestup hormont z krve a zaroven neurosekreci.
Zadni lalok hypofyzy slouzi k vyplavovani hypothalamickych hormonit AVP a oxytocinu do
krve. Tyto peptidy vznikaji v té€le hypothalamickych neuronli a pomoci axonalniho transportu
jsou po navazani na neurofyzin transportovany do zadniho laloku, odkud jsou vétsinou ihned
vyplavovany do krve, poptipadé mohou byt skladovany ve formé tzv. Herringovych télisek
(Ganong, 2005). Propojeni hypofyzy a nadledvin je umoznéno ob&hovou soustavou. Vsechny

hormony hypofyzy jsou vyplavovany do krve, ktera je ptenasi do nadledvin.
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» The Pituitary Gland Obr. 2.

Nessiaciy Colo b hvodiaoss Propojeni mezi hypothalamem a
Fo posterr ptutary Gand  For st platary gand hypofyzou je dvojiho charakteru —
cévni a neuralni. Soucasti
hypothalamu je primarni kapilarni
pleteni, ktera se v adenohypofyze
napojuje na sekundarni neuralni
pleten. Dohromady tak vytvareji
pravy portalni obcéh. Neuralni
propojeni vychazi
z paraventrikularniho a
supraoptického jadra hypothalamu.
Axony  jejich  neuront  konCi
V neurohypofyze.

Zdroj:
http://group14.pbworks.com/w/page/
16025094/PITUITARY-GIGANTISM

3.1.3. Hypothalamus

Hypothalamus je pomérné malou mozkovou oblasti nachazejici se v predni casti
mezimozku. Lezi pod sulcus hypothalamicus, ktery ho oddéluje od thalamu a zaroven tésné
nad mozkovym kmenem (Cihak et al., 2004). Jedn4 se o velmi komplexni mozkovou oblast,
jejiz Seda hmota je seskupena do jader a okrski. Jadra (nuclei) jsou tvofena buitkami jednoho
typu, které jsou vedle sebe husté uspofadané a dobte ohrani¢ené. Okrsky (areae) jsou tvoieny
naopak vice bunécnymi typy, které nemaji ostré ohranic¢eni vici svému okoli a maji fidké

uspotadani.

Cely hypothalamus je pfedozadn¢ uspotadany do tfi podélnych pruhii a tvofi
periventrikularni, medidlni a laterdlni zo6nu. V pficném déleni se rozliSuje: predni
hypothalamus (regio hypothalamica anterior) — obsahujici preopticka jadra, nuclei praeoptici
medialis a lateralis, dale nucleus suprachiasmaticus, nucleus supraopticus, nucleus
paravetricularis, nucleus hypothalamicus anterior; stfedni hypothalamus (regio
hypothalamica media) — obsahuje jadra nucleus arcuatus, nuclei tuberales, nucleus

hypothalamicus  ventromedialis, nucleus hypothalamicus dorsomedialis, nucleus
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hypothalamicus dorsalis, nucleus hypothalamicus paraventricularis posterior, nucleus
infundibularis; zadni hypothalamus (regio hypothalamica posterior) — obsahuje jadra
mamilarnich t&€l, nuclei corporis mamillaris mediales a laterales, nucleus hypothalamicus
posterior; a dorzalni hypothalamus (regio hypothalamica dorsalis) - tvofeny pouze jednim
jadrem, nucleus ansae lenticularis (Cihék et al., 2004). N&ktera jadra funguji jako nadiazené
centrum pro autonomni nervovou soustavu, jind maji neuroendokrinni funkce, nékterd tvoti a
prendsi hormony zadniho laloku hypofyzy, jina jsou velmi dilezita pro propojeni s limbickym
systétmem, pro cich, dalsi hraji roli napfiklad pifi udrzovani cirkadidnnich rytmu.
Neurosekre¢ni neurony hypothalamu produkuji rizné peptidy a katecholaminy, které jsou
uvolnovany do krevniho ob&hu a puisobi jako hormony. Nékteré z nich jsou vyplavovany do
systémového obchu a ovliviiuji tak vzdalené cilové tkané. Jiné se uvolnuji do portalnich cév a
ovliviiuji €innost adenohypofyzy. VétSina hypothalamickych hormontl je peptidového
charakteru, vyjimku tvofi dopamin, ktery patii mezi katecholaminy. VSechny hypothalamické

hormony jsou shrnuty v tabulce 1.

Tab. 1. Pfehled hypothalamem produkovanych hormonu. Zdroj: en.wikipedia.org/wiki/Hypothalamus

Hypothalamicky )
Vznik Efekt
hormon
Thyreoliberin Stimuluje  uvolfiovani  thyreotropinu  (TSH)
(Thyreotropin  uvolfujici Parvoceluldrni sekreéni z predniho laloku hypofyzy.
hormon) neuron
y Stimuluje uvoltiovani prolaktinu z pfedniho laloku

(TRH) hypofyzy.
Dopamin

o Dopaminni  neurony  nc. Inhibuje uvolfiovani prolaktinu z pfedniho laloku
(Prolaktin inhibujici

arcuate hypofyzy.
hormon) (DA) yPoyEy

Riistovy hormon — L ) ) o . o
Neuroendokrinni neurony nc. | Stimuluje uvoliovani ristového hormonu z pfedniho
uvoliiujici hormon

arcuate laloku hypofyzy.
(GHRH) yporyey
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Somatostatin
(rastovy inhibujici

hormon)

(SS)

Gonadotropin uvoliiujici

hormon

(GnRH)

Kortikotropin uvolnujici

hormon

(CRH, CRF)

Oxytocin

Vasopresin

(antidiureticky hormon)

(ADH, AVP)

Neuroendokrinni buiky

periventrikularniho jadra

Neuroendokrinni buiky
preoptické oblasti

Parvocelularni neurosekre¢ni

neurony

Magnocelularni

neurosekrecni bunky

Magnocelularni

neurosekrecni bunky

3.1.3.1. Paraventrikularni jadro

Inhibuje uvolnovani ristového faktoru z pfedniho

laloku hypotyzy.

Inhibuje  uvoltiovani TSH z pfedniho laloku

hypofyzy.

Stimuluje uvolovani folikuly-stimulujiciho

hormonu (FSH) z piedniho laloku hypofyzy.

Stimuluje uvoliiovani luteiniza¢niho hormonu (LH)

z predniho laloku hypofyzy.

Stimuluje uvolnovani adrenokortikotropniho

hormonu (ACTH) z ptedniho laloku hypofyzy.

Kontrakce mocového méchyte, laktace.

ZvysSuje permeabilitu vody v bunkach distalnich
tubuld a sbérného kanalku ledvin, ¢imz zvysuje

resorpci vody a produkei koncentrované moci.

Jedna se o jadro hypothalamu, jehoZ tlohou je reagovat na stresové a fyziologické

zmény organismu. Své jméno jadro ziskalo podle umisténi — ,,para-ventrikuldrni* znamena

,vedle komory*. Piléha totiz ke tfeti mozkové komote. Jedna se o vysoce prokrvenou oblast,

kterd je chranéna hematoencefalickou bariérou. Vyjimku tvoii neurony prochazejici skrze

eminentia mediana a tvorici neurohypofyzu. Soucasti PVN jsou dva zakladni typy neuront —

magnocelularni neurosekre¢ni buiikky a parvocelularni neurosekrecni buiiky. Magnocelularni
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neurony jsou neurony produkujici AVP a oxytocin (Teruyama et al., 2012). Kromé PVN
najdeme tyto neurony v supraoptickém jadie (Teruyama et al., 2012). Neurony parvocelularni
maji své zakonCeni v oblasti eminentia mediana, kde také vyluCuji své hormony do
primarniho kapilarniho plexu, odkud jsou pfenaseny do adenohypofyzy. Parvocelularni bunky
produkuji CRH a AVP, které spole¢né reguluji vylucovani ACTH (Polito et al., 2011).
Vstupy do PVN pfichazeji z mnoha oblasti mozku. Pro ptiklad, vstupy z hippokampu jsou
dulezité pro regulaci stresové reakce (Wamsteeker et al., 2013), vstupy ze
suprachiasmatického jadra nesou informace o svétle a cirkadiannich rytmech (Wong &
Schumann, 2012), vstupy z nc. arcuatu nesou informace o kradiovaskularnim systému (Sapru,
2013).

3.1.3.2. Kortikotropin-uvoliiujici hormon

CRH (,,corticotropin-releasing hormone*) je neuropeptid s 41 aminokyselinami, ktery
zodpovida za endokrinni, autokrinni, imunologické a behavioralni reakce savcl na stres.
Spolu s peptidy oznacovanymi jako urokortiny (UCN-1, UCN-2, UCN-3) patii CRH do
spole¢né rodiny proteint, které sdili 18 - 43 % sekvenéni homologie (Laryea et al., 2012).
CRH je tvofen zejména parvocelularnimi neurosekre¢nimi butikami PVN, ale jisté hladiny
CRH mRNA najdeme i v amygdale, stria terminalis a v hippokampu (Laryea et al., 2012).
V perifernich tkanich je exprimovan naptiiklad v placenté (Thomson, 2012), imunitnich
bunikach (Baker et al., 2003), kardiovaskularnim systému (Szczepanska-Sadowska et al.,
2010) ¢i reprodukénich organech (Makrigiannakis et al., 2004). CRH se mize v téle vazat na
2 typy receptori — CRH receptor typu 1 (CRH-R1) a CRH receptor typu 2 (CRH-R2). CRH
receptory jsou 7x membrdnou prochéazejici proteinové struktury sprazené s trimernimi
G-proteiny. Vazba CRH na receptor vyvold konformacni zménu, ktera aktivuje Gos
podjednotku. Gog stimuluje adenylyat cyklazu a CAMP aktivuje proteinkinazu A (PKA)
(Lovenberg et al., 1995). Cinnost PKA v buiice pak zavisi na lokalizaci a sestfihové varianté
receptoru (Laryea et al., 2012). V mozku je cinnost CRH v extrahypothalamickych
strukturdch spojena s neuromodulaci (Laryea et al., 2012). Proto jsou tyto receptory hojné
zkoumany ve spojitosti s depresemi a uzkostmi. CRH-R1 a CRH-R2 maji pfiblizné ze 70 %
stejné nukleotidové slozeni (Chalmers et al., 1995), ptesto se vyrazné 1isi svoji lokalizaci a

afinitou k CRH. CRH-R1 ma vyssi afinitu k CRH a je hlavnim receptorem ovliviyjicim
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¢innost HPA osy pii stresové reakci (Laryea et al.,, 2012). Antagonistou CRH-R1 je
antalarmin, ktery se Casto pouziva k objasnéni role CRH pii stresu, zanctu ¢i reprodukci
(Kalantaridou et al., 2004). V posledni dob¢ byl vyuzivan CRH-R1 i pro vyzkum narkomanie
a alkoholismu. Na zakladé pre-klinickych studii se predpokladalo, Ze by malé molekuly
antagonistii CRH-R1 mohly omezit vyvolani ¢i recidivu narkomanie. Contoreggi et al. (2013)
ovsem pomoci neuropsychiatrickych klinickych pokusi zjistil, Ze antagonist¢ CRH-R1
vykazuji smiSenou ucinnost a jejich vyuziti pti 1écbé pacientd tedy neni vhodné. CRH-R1
muze krom¢ CRH vazat i UCN-1, stim ze vSechny tfi typy urokortini (UCN-1, UCN-2 a
UCN-3) se vazi na CRH-R2 (Reyes et al., 2001).

CRH ma zna¢ny vliv na funkci imunitniho systému. Imunitu ovliviluje jednak
nepiimo, aktivaci globalni stresové reakce, jednak piimo skrze lokalni ptisobeni zanétlivé
na jeho vliv podrobnéji, zjistime, ze spiSe zplsobuje rozsdhlé zmény v Cinnosti imunitniho
systému. V nékterych pfipadech totiz miZe stres naopak vyvolat piehnanou reakci prvkl
imunitni/zanétlivé odezvy. Stresem aktivované vyliti CRH z hypothalamu vede k
systematické sekreci glukokortikoidi. Tyto koncové produkty stresové reakce nasledné
pusobi na ¢innost imunitnich/zanétlivych pochodt. Imunitni buniky produkuji zejména tumor-
nekrotizujici faktor (TNF)-a, interleukin (IL)-1 a IL-6, které zpétné stimuluji sekreci CRH
(Beishuizen & Thijs, 2003). V jinych piipadech mohou glukokortikoidy a katecholaminy
selektivné potlacit bunénou imunitu a naopak upiednostnit humoralni imunitni reakci

(Elenkov et al., 1999).

Zvysena produkce CRH byla pozorovana v souvislosti s Alzheimerovou chorobou a
depresi (Raadsheer et al., 1995). Vysoké hladiny CRH byly nalezeny u lidi, ktefi spachali
sebevrazdu (Austin et al., 2003). K rapidnimu zvySeni hladin CRH v krvi dochéazi také
V krevnim ob&hu matky béhem téhotenstvi (Makrigiannakis et al., 2004). Jeho koncentrace
mohou dosédhnout aZ desetitisicového nasobku oproti negravidnim Zendm (Thomson, 2012).
Tato vysokd mnozstvi CRH jsou produkovéna placentou. V priibéhu téhotenstvi proto ztraci
hypofyza matky citlivost k CRH, aby nedochazelo k neimérmému uvoliiovani ACTH, resp.
nasledné i glukokortikoidi. Po porodu se senzitivita obnovuje. Tento preskok z necinnosti k
op€tovné produkci ACTH miiZe byt diivodem vzniku poporodnich depresi (Thomson, 2012).
Dtivod nadprodukce CRH gravidnich Zen byl odhalen teprve nedédvno. Bylo zjisténo, Ze CRH
v placentdlni tkéni ovliviluje glukézové transportni proteiny (GLUT), a tak pravdépodobné

existuje souvislost mezi CRH a rlstem plodu (Thomson, 2012). Fahlbusch et al. (2012)
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doklada, ze CRH zvysuje v placent€ expresi leptinu a 113-HSD2, coz muze taktéz podporovat
vyzivu plodu a ovlivilovat metabolismus glukokortikoidd. Dle Makrigiannakis et al. (2004) se
CRH taktéz podili na implantaci blastocysty. Dikazy nasvédcuji tomu, ze CRH ovliviiyje 1
nacasovani porodu. CRH reguluje signalizacni systémy, které¢ kontroluji kontraktilitu hladké
svaloviny dé¢lozni stény. V placenté stimuluje produkci CRH kortizol, a to aktivaci jaderného
faktoru kappa B (NF-«B) (Thomson, 2012). NF-kB muize byt taktéz aktivovan stresory jako je
hypoxie ¢i infekce. Z tohoto divodu muize nitrodé€lozni stres vyvolat ptedCasny porod,
zpusobovat nizké porodni vahy novorozenct a i1 celozivotni zdravotni problémy (Thomson,

2012). Nad¢ji pro snizeni poctu predcasnych porodu piinasi 1écba pomoci CRH antagonistu.

3.1.4. Hypofyza

Hypofyza neboli podvések mozkovy je komplexni endokrinni zl4za, kterd je do velké
miry nadfazena ostatnim zl4zdm s vnitini sekreci. Je tvofena jednak glandularnimi buinikami,
které produkuji hormony a také konci axonti hypothalamickych neuroni. Hypofyza se sklada
ze tfi viceméné oddélenych endokrinnich casti — predniho, stfedniho a zadniho laloku.
V mozku je ulozena v tzv. tureckém sedle, které je soucésti klinové kosti nachazejici se na
bazi lebky. Jeji Cinnost je ovladana hypothalamem, se kterym je spojena infundibulem.
Stfedni lalok hypofyzy je u clovéka do velké miry zakrnély. Pfesto produkuje hormony
stimulujici melanocyty (MSH), které aktivuji produkci melaninu v koznich melanocytech a

y-lipotropin.

3.1.4.1. Adenohypofyza

Adenohypofyza je ptedni lalok hypofyzy. Ma ektodermalni ptivod. Zaklada se z tzv.
Rathkeho vacku, ktery vznika z epitelialni vrstvy nachazejici se kolem ustniho otvoru (Cho et
al., 2013). Béhem vyvoje pak adenohypofyza spojeni s ustnim otvorem ztraci a naopak se
propojuje s hypothalamem. Sprdvné propojeni je velmi dilezit¢é pro dalSi cinnost
adenohypofyzy. Diky portalnim cévam jsou z hypothalamu do hypofyzy ptinaseny tzv. statiny

a liberiny, které stimuluji nebo naopak inhibuji aktivitu jednotlivych bunék.
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Bunky ptedniho laloku hypofyzy se dé€li podle afinity k histologickym barvivim na
zakladni dva druhy: chromofilni a chromofébni. Chromofilni bunky se barvi, obsahuji granula
a mizeme je dale rozd¢lit na pét podtypl: somatotropy, laktotropy, kortikotropy, thyrotropy a
gonadotropy. Somatotropy secernuji rastovy faktor, laktotropy prolaktin, kortikotropy
proopiomelanokortin, thyrotropy thyreotropin a gonadotropy folikulostimulujici hormon a
luteotropin (vSechny hormony adenohypofyzy a jejich ucinky jsou shrnuty v tabulce ¢. 2).
Chromofobni buniky se téméer vibec nebarvi a nemaji cytosolickd granula. Tyto bunky se
oznacuji jako folikulostelatni a pravdépodobné slouzi k produkci rastovych faktord a

cytokind, napiiklad IL-6 (Devnath & Inoue, 2008).

Tab. 2. Hlavni u¢inky adenohypofyzarnich hormonu. Zdroj: Ganong, 2005

Nazev a zdroj Hlavni Géinky
Piedni lalok
Hormon stimulujici thyroideu (TSH, thyreotropin) Stimulace sekrece a ristu $titné zlazy.
Adrenokortikotropni hormon (ACTH, kortikotropin) = Stimulace sekrece a rdstu zona glomerulosa a zona
reticularis kiiry nadledvin.
Ristovy hormon (GH, somatotropin STH) Zrychluje télesny rust, stimuluje sekreci IGF-1.
Hormon stimulujici folikuly (FSH) Stimuluje rust ovaridlnich folikuli u samic a
spermatogenezi u samcul.
Luteinizaéni hormon (LH) Stimuluje ovulaci a luteinizaci u samic a sekreci

testosteronu u samcu.

Prolaktin (PRL) Stimuluje sekreci mléka a matef'ské chovani.
B-lipotropin (B-LPH) Stimuluje melanocyty k produkci melaninu.
Hormon stimulujici melanocyty y (y-MSH) Stimuluje melanocyty k produkci melaninu.

3.1.4.2. Adrenokortikotropni hormon (ACTH)

ACTH je produktem kortikotropti piedniho laloku hypofyzy. Jedna se o 39
aminokyselin dlouhy peptid, u lidi o velikosti pfiblizné 4,5 kDa. Vzniké §t€penim prekurzoru
pre-proopiomelanokortinu (pre-POMC), ktery je slozen z 285 aminokyselinovych zbytki.
Odstranénim signalni peptidové sekvence o velikosti 44 aminokyselin béhem translace vznika
POMC. Velikost POMC ¢ini 241 aminokyselin a slouzi jako prekurzor pro fadu biologicky
aktivnich latek. Je tvofen nejen v adenohypofyze, ale i ve stfednim laloku hypofyzy. POMC
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podstupuje rozsahlé tkanové-specifické posttranslacni upravy. V adenohypofyze najdeme
v ramci kortikotropti $tépici enzymy, které funguji celkem ve Ctyfech Stépicich oblastech.
Cinnosti téchto hormonti (prohormonalnich konvertaz) vznikaji ACTH a B-lipotropin. Oviem
na POMC najdeme celkem osm moznych Sté€picich oblasti, zalezi pouze na tkanové lokalizaci
a pritomnosti specifickych konvertaz (Patel et al., 2011). POMC tedy potencialné slouzi pro
vznik vSech téchto hormoni: ACTH, B-lipotropinu (B-LPH), y-melanotropinu (y-MSH),
a-melanotropinu  (a-MSH), p-melanotropinu  (-MSH), B-endorfinu, kortikotropinu-
podobnému peptidu intermedialniho laloku (CLIP), y-lipotropinu (y-LPH), metenkefalinu a
N-terminalnimu peptidu POMC (NPP), viz Obr. 3.

¥ Prohormone convertase 1

Pro-opiomelanocortin
¥ Prohormone convertase 2
2 V' Carboxypeptidase
¥ vPl’O ACTH ¥ BLPH v Peptidylglycine a-amidating monooxygenase
N-POC JP YLPH BEND N-acetyltransferase

m ACTH,,, CLIP m

Obr. 3. Biologicky aktivni produkty POMC, véetné §tépicich enzymut. Zdroj: Patel et al., 2011

ACTH po vyplaveni do krve tinkuje v nadledvindch, kde se vaze na své receptory.
Jednd se o povrchové bunécné receptory, které 7x prochdzeji membranou a jsou spojené
s trimernimi G-proteiny. Signalni kaskada po navazani ACTH na receptor vede ptes G-protein
k aktivaci adenylyl-cyklazy, ktera produkuje cAMP, které nasledné aktivuje PKA. ACTH
ovliviiuje steroidogenezi kratkodobymi mechanismy, které se uskuteéni beéhem néckolika
Mminut, i pomalejSimi a zaroven dlouhodob¢jsimi reakcemi. Rychlé ovlivnéni spociva
v aktivaci a presunu cholesterolu do mitochondrii, kde je pfitomen enzym P450ssc, ktery
umoziuje St€peni postranniho fetézce cholesterolu. ACTH umoznuje kortikalnim buiikam
nadledvin mimo jiné i zvySené vychytavani lipoproteinii (Yaguchi et al., 1998). Pomalé
ovlivnéni steroidogeneze spoCivd ve zméné genové exprese. Zahajuje se zvySena tvorba
steroidli a také podjednotek mitochondridlnich proteinovych komplext. Potfeba vyssiho
doplinovani proteini oxida¢ni fosforylace jenom doklada energetickou naro¢nost tvorby

steroidnich latek.
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Hladiny ACTH se mohou ménit pfi fadé onemocnéni. Pii tzv. Addisonové chorobé,
primarni adrenalni nedostatecnosti, dochédzi k chronickému snizeni produkce kortizolu
nadledvinami (Sarkar et al., 2012). Nemoc se zalina projevovat postupné, Unavou,
nechutenstvim, ubytkem hmotnosti. SniZzeni tvorby kortizolu se zaznamena vétSinou az pii
90% poskozeni zlazy (Sarkar et al., 2012). Hypofyza na tuto skutecnost reaguje zvySenym
uvoliovanim ACTH, jehoz koncentrace v krvi se rapidné zvysuji. Hladiny ACTH jsou vysoké
i pfi Cushingové chorobé spojené s tumorem hypofyzy (Bertagna & Guignat, 2013). Nizké

koncentrace ACTH zptisobuji sekundarni nedostate¢nost nadledvin.

3.1.5. Nadledviny

Nadledviny jsou parovy organ svrchu pfiloZzeny k ledvinam. Jedna se o kombinovanou
endokrinni Zlazu, kterou tvoii kiira nadledviny (mesodermalniho ptivodu) a dient nadledviny
(neuroektodermalniho pivodu) (Ganong, 2005). Dienn obsahuje chromafilni granula
s vysokym obsahem katecholamind. A-buiikky produkuji adrenalin a N-bunky noradrenalin.
Kromé¢ adrenalinu a noradrenalinu tvofi dient nadledvin dopamin. Sekrece diené nadledvin je
z4visld na nervovém systému. Za bézného stavu je nizkd. ZvySuje se sympatickou aktivaci
vyvolanou stresovymi situacemi. Tato aktivace pfipravuje organismus na ,,boj nebo Uték*.
Kiira nadledviny piedstavuje ptes 70 % objemu celkového organu. Sklada se z epitelovych
bun€k obklopenych kapilarami. Buiky, vzhledem k produkci steroidl, jsou bohaté na
endoplazmatické retikulum, mitochondrie a Golgiho aparat. V kiife se rozeznavaji tii vrstvy -
zona glomerulosa, produkujici mineralokortikoidy, zona fasciculata, produkujici
glukokortikoidy a androgeny, a zona reticularis, taktéz produkujici glukokortikoidy a
androgeny.

3.1.5.1. Glukokortikoidy

Glukokortikoidy patii mezi steroidni hormony, které se tvoii v nadledvinach ptevazné
v zona fasciculata. Vzhledem Kk jejich lipofilnimu charakteru se tvoii az po aktivaci ACTH,
nikdy ne do zésoby. Hlavnim ukolem glukokortikoidi je reagovat na stresovy podnét a

eliminovat jeho U€inky. Pro organismus je velmi dilezité hladiny glukokortikoidi celoZivotné
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strikin¢ regulovat. Pokud jsou naruseny napiiklad béhem embryonalniho vyvoje, dochazi
k poskozeni fady procesi, které se mohou béhem dospélosti projevit onemocnénim (Wyrwoll,
2011). U obratlovet najdeme dva typy glukokortikoidd — kortizol a kortikosteron. Oba typy
jsou exprimovany soucasn¢ u vSech zivoc¢ichii, ale v odliSném poméru. Hlavnim
glukokortikoidem u ¢lovéka je kortizol (Obr. 4). U vétSiny hlodavct, ptakt a obojzivelnika je
to kortikosteron (Obr. 5). Hladiny téchto hormont béhem dne kolisaji. Vykazuji cirkadianni
rytmus s nejvyssimi hladinami v dob¢é pied probuzenim pro aktivaci organismu. U dennich

zivocichi je to tedy v rannich hodinach, u no¢nich naopak.

Obr. 4. Struktura kortizonu. Obr. 5. Struktura kortikosteronu.

Glukokortikoidy jsou stejné jako vSechny ostatni steroidni latky syntetizovany
z cholesterolu. Cholesterol je v buiikach kiry nadledvin skladovan v tukovych kapénkach ve
formé cholesteryl esterd. Jeho zasoby jsou neustale dopliovany prostiednictvim lipoproteind.
Na povrchu maji buiiky velké mnoZstvi LDL-receptori, které diky internalizaci umozZiiuji zisk
LDL castice véetne estert cholesterolu. Prvni krok syntézy zacind tedy pfeménou esteru na
cholesterol. Reakci katalyzuje acyltransferaza, ktera pienasi acylovou skupinu cholesteryl
esteru na CoA. Z cholesterolu je nasledné odstépen jeho postranni fetézec. OdsStépeni je
katalyzovano enzymem P450ssc, tzv. ,,cholesterol-side-chain-cleavage* enzymem. Jedna se o
reakci urcujici rychlost a pribéh celé syntézy glukokortikoidti. Produktem této prvni reakce je
pregnenolon. Ten ptechdzi z mitochondrii do endoplazmatického retikula, kde je
hydroxylovan na 17a-hydroxypregnenolon. Zde dochazi k dalSim nékolika reakcim, béhem
kterych vznika 11-deoxykortizol a deoxy-kortikosteron. Tyto dva meziprodukty se vraci zpét
do mitochondrii a enzymem 11B-hydroxylazou z nich vznikaji finalni produkty — Kortizol a
kortikosteron (viz Obr. 6).
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Po uvolnéni glukokortikoidi z adrenokortikalnich bunék do krve se navazuji na
krevni pfenasece. Je to zejména z diivodu jejich hydrofobniho charakteru, ktery zamezuje
jejich rozpusténi ve vode, resp. v plazmé. Kortizol se nejpevnéji a nejspecifictéji navazuje na
transkortin. Transkortin neboli globulin-vazajici kortikosteroidy (CBG) vznika v jatrech a
slouzi k ¢aste¢nému pienosu glukokortikoidi a progesteronu (Breuner & Orchinik, 2002).
Kromé¢ transkortinu se glukokortikoidy vazou na albumin, pfipadné zistadvaji volné.
Vsechny steroidni latky vdzané na mobilni pienasece jsou inaktivni (Breuner & Orchinik,
2002). V této podobé slouzi jako zasobarna glukokortikoidl a zvySuji tak jejich biologicky
poloc¢as. Protoze se na CBG vaze kortizol s vyssi afinitou nez kortikosteron, ma 1 delsi
poloc¢as rozpadu, a to pfiblizné o 10 — 40 minut (T' kortizolu je 60 — 90 minut, T
kortikosteronu je 50 minut). Vyvazanim steroidu z vazby s ptenaseCem v tkanich se stava
glukokortikoid funkénim. Podle novych studii mize CBG ovliviiovat misto, kde se
glukokortikoid uvolni. Henley & Lightman (2011) informuji o vysoké citlivosti CBG na
fyziologické zmény teploty v ramci krevniho ob&hu ¢lovéka. V mozkomisnim moku a
hypothalamu mtize CBG zvysovat uvoliovani glukokortikoidi. CBG tedy nemusi ptisobit
pouze jako pasivni pfenasSeC, ale muze aktivné regulovat uvoliiovani glukokortikoidi do
obéhu. Podobné¢ Chan et al. (2013) na tuto skuteénost upozoriiuji ve Spojitosti
s onemocnénim, kdy horecka nebo zdnét mohou uvolnovani glukokortikoidu ovlivnit.
Biologicka odpovéd glukokortikoidii zavisi nejen na jejich plazmatické koncentraci, ale
pfedevS§im na koncentraci intracelularni, ktera je urCena aktivitou lokalniho metabolismu
glukokortikoidl. Aktivita glukokortikoidii zavisi na pfitomnosti hydroxylové skupiny na
pozici C-11 steroidu. Kortisol a kortikosteron jsou aktivnimi steroidy, zatimco kortison a
11-dehydrokortikosteron majici na pozici C-11 keto skupinu jsou inaktivni (Harris et al.,
2001). Existuje enzym, ktery ma schopnost tyto dvé formy — aktivni a neaktivni vzéjemné
ménit, a tak ovladat lokdlni metabolismus glukokortikoidi. Jedna se o enzym

11B-hydroxysteroiddehydrogenazu (11HSD), které je vénovana cela kapitola 3.2

Glukokortikoidy se vazi na dva typy kortikosteroidnich receptori — receptory
glukokortikoidni (GR) a mineralokortikoidni (MR), znichz zejména GR jsou hojné
exprimovany v mozku. GR a MR se vzajemné odliSuji svou afinitou a velikosti vytvofené
odpovédi na ligand (Oitzl et al., 2010). Obecné plati, Ze MR jsou hojné obsazovany jiz pti
nizkych hladinach kortikosteroidit v krvi. Napfiklad hippokampélni MR vykazuji az
desetinasobné vyssi afinitu k ligandu nez GR (de Kloet et al., 1998). Steroidy spolu

s nékterymi dal§imi hydrofobnimi hormony (thyroidni hormony, vit. D) maji schopnost
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prochazet plazmatickymi membranami. Proto se jejich receptory nachazeji v cytosolu a
jadre, kde pusobi jako transkripéni faktory zavislé na vazbé ligandu. MR a GR obsahuji
témeét identické DNA-vazajici domény, které rozpozndvaji specifické DNA elementy
v regulacnich oblastech geni — tzv. GRE (,,glucocorticoid response element) oblasti (de
Kloet et al., 2000). V neaktivnim stavu jsou receptory v komplexu s ,,heat-shock® proteiny
(Hsp), vazba ligandu zplsobi konformaéni zménu a piesun receptoru do jadra. V jadre
dochazi k dimerizaci receptoru do podoby homodimeru, poptipadé i heterodimeru (de Kloet
et al., 2000). Radou na sebe navazujicich procesii se vytvafi proteinovy komplex, ktery
zahajuje transkripci ptislusného genu. Tento proces se oznacuje jako tzv. trans-aktivace. GR
ovSem nemusi pouze aktivovat transkripci, ale naopak ji vazbou na DNA mohou potladit.
Takové oblasti pak oznac¢ujeme jako negativni GRE (nGRE). nGRE puisobi zptisobem tzv.
trans/cis-represe. Transreprese je vyvolana aktivaci jinymi transkripénimi faktory jako jsou
napt. AP-1 (aktivaéni protein 1), NF-kB (nuklea¢ni faktor kB) nebo CREB (,,cAMP-
responsive element binding protein®) (de Kloet et al., 2000). Cisreprese je d&j, pii kterém se
GR vazou na urcité geny, ¢imz zamezuji vazbé nékterych dalSich transkripénich faktori.
Dnes se predpokladd, Ze receptory pro steroidy nenajdeme pouze v cytosolu, ale Ze jsou
bézné soucasti plazmatickych membran a slouzi pro non-genomovou odpovéd’ buiiky. Tato
rychla odpovéd’ je pro buniku dillezita a podle zméfenych reakcnich ¢asti opravdu probiha. Je
ale otazkou, jakym zplisobem jsou receptory k membrané kotveny a s jakymi vnitfnimi

signaliza¢nimi partnery jsou spojeny.
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Obr. 6. Schéma metabolismu steroidnich latek. Zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Steroidogenesis.svg

3.1.6. Porovnani ¢innosti HPA osy u potkani a mySi

Pti porovnavani aktivity HPA osy riznych ZzivociSnych druhl nachdzime rizné
odli$nosti, coz neni pfili§ prekvapujici. Otazkou je, pro¢ tyto rozdily mizeme najit i v ramci
jednoho druhu. Obecnou odpovédi mize byt vysvétleni, ze kazdy jedinec je odlisné citlivy
k neuropsychickym a metabolickym poskozenim. OvSem Carter et al. (2009), zkoumali inter-
individualni rozdily aktivity HPA osy u rtiznych kmenti mysi a dosli k zavéru, Ze tyto rozdily

jsou dany zejména genetickym pozadim. Porovnavali mezi sebou kmen 129/MF1 a C57BI/6J,
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které byly oba deficientni pro 11-HSD1 (129/MF1 HSD1” a C57BI/6J HSD1™). 129/MF1
HSD1” mysi mély vyraznd zvétiené nadledviny, pozménénou aktivitu HPA osy a sniZenou
negativni zpétnou vazbu glukokortikoidi. Vzhledem k tomu méli i nestresovani jedinci
zvysené hladiny kortikosteronu a ACTH v plazmé. U stresovanych jedinci nasledné
dochazelo k vyrazné opozdénému navratu k pivodnim hladinam téchto hormonit v krvi.
Kdezto u C57BI/6] HSD1”™ mysi se v plazmé nachézely normalni hladiny kortikosteronu a
ACTH. Zaroven u nich dochézelo po stresové reakci k béznému névratu obou hormonti do
bazélnich koncentraci. C57BI/6] HSD1™ mysi mély zvySenou expresi glukokortikoidnich
receptori (GR), a to v mozkovych oblastech spojenych s negativni zpétnou vazbou
glukokortikoidi — Vv hippokampu a PVN. Tyto zvySené koncentrace GR maji u C57BI/6J
HSD1” mysi pravddpodobné kompenzaéni tlohu a &innost HPA osy se tak v§razné neméni.
Paterson et al. (2007) zjistili, Ze aktivita HPA osy lze u IIB-HSDl'/‘ myS$i normalizovat
obnovenim funkce 11B-HSD1 v jatrech. Enzymova aktivita v kli¢ovych oblastech mozku pfi
tom obnovena neni. Je ale otazkou, zda je tento efekt pfimy ¢i nepfimy, umoznény naptiklad
nervovym propojenim jater s hypothalamem, které bylo nedavno prokazano (la Fleur et al.,
2005). Podobné porovnani odlisné aktivity HPA osy mlzeme provést i u dvou potkanich
kment - potkani kmene Fisher (F344) a Lewis (LEW). Potkani kmene Lewis maji ¢innost
HPA osy sniZzenou (Wu & Wang, 2010), naopak potkani kmene Fisher maji HPA osu
hyperaktivni (Wu & Wang, 2000). Hlavni pfi¢inou sniZzené reaktivity HPA osy u kmene
Lewis je pravdépodobné snizena biosyntéza CRH, kterd vede k poskozeni glukokortikoidni
odpovédi (Chikada et al., 2000). Snizena aktivita glukokortikoidli je divodem castych
zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni projevujicich se u tohoto kmene. Doklada to i
skute¢nost, ze pii podavani vyssich davek glukokortikoidii onemocnéni ustupuji (Tonelli et
al., 2001). LEW potkani maji navic poSkozeny sympato-adrendlni systém, pifi zvySené
glykémii u nich dochazi k nadmérné produkci adrenalinu. Potkani kmene F344 jsou v tomto
ohledu protikladem. Jsou velmi odolni vic¢i zanétlivym ¢i autoimunitnim onemocnénim,
avsak reaguji precitlivé na stres pfichazejici z vnéjsiho prostiedi. F344 potkani jsou proto
Casto vyuzivani jako model pro vyzkum depresi. Zda je hyperaktivita HPA osy u tohoto

kmene hlavnim diivodem vzniku depresivnich stavii ovSem neni jisté (Wu & Wang, 2010).
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3.2. 11p-HYDROXYSTEROIDDEHYDROGENAZA

Roku 1953 Amelung a jeho kolegové ve Frankfurtu objevili neznamou enzymovou
reakci, kterd ovliviiovala metabolismus glukokortikoidd. Ve svych pokusech pouzivali latku
poprvé izolovanou roku 1950 E. C. Kendallem, P. S. Henchem a T. Reichsteinem, tedy
kortison (Draper et al., 2005). Zjistili, ze po inkubaci kortisonu s homogenaty rtiznych organt
dochazi k jeho pfeméné na kortizol. Nejvyssi aktivitu pfemény nalezli v jatrech a caste¢né v
ledvinach a svalech (Wyrwoll et al., 2011). Enzym, ktery tuto reakci katalyzoval, oznacili
jako 11B-hydroxysteroiddehydrogenazu (11p-HSD). Po tadé let, kdy nebyl tento enzym
podrobnéji zkouman, se k nému navratila pozornost diky MR. Postupné dochazelo ke zjisténi,
ze selektivita MR in vivo Vv ledvinach, neni zptisobena jeho selektivitou pro aldosteron, ale
aktivitou 11B-hydroxysteroiddehydrogendzy. V ledvinach dochézi diky pfitomnosti tohoto
enzymu K pfeméné kortizolu na kortizon, ktery se k MR nevaze (Draper et al., 2005). Diky
tomu, je umoznén pfistup aldosteronu, ktery neni substratem pro 113-HSD. Tyto informace
vedly ksérii dalSich zkoumani Kkortikosteroidniho systému a jeho pre-receptorového
metabolismu. Zpoc¢atku se predpokladalo, ze 11B-HSD ma dvoji aktivitu. Funguje jednak jako
11B-dehydrogenaza inaktivujici glukokortikoidy, ale také jako 11-reduktdza, kterd naopak
glukokortikoidy regeneruje. OvSem roku 1993 doslo k izolaci nového enzymu, a to dvéma
laboratofemi najednou. Tento enzym byl ziskan z lidské placenty a potkanich ledvin a
podryval ,,jedno-enzymovou* hypotézu (Brown et al., 1993; Rusvai & Naray-Fejes-Toth,
1993). Naslednymi experimenty byl objev nového enzymu potvrzen. Byl pojmenovan jako
11B-HSD typu 2 (11B-HSD2). Po zjisténi funkce a vyskytu enzymu 113-HSD2 bylo otazkou,
jakou roli hraje 11B-HSD typu 1 exprimovana v jatrech a ledvinach potkant. Odpovéd
ptinesli Seckl a jeho kolegové, ktefi aktivitu 11p-HSD1 zkoumali v intaktnich bunkach a in
vivo, nikoliv v homogenatech (Jamienson et al., 1995). 113-HSDI totiz in vivo pfednostné
funguje jako 11-reduktaza regenerujici glukokortikoidy (Jamieson et al., 1995). Vysledkem
téchto nékolika let badani bylo objeveni dvou forem 11B-HSD a zjisténi, Ze tyto dva enzymy
V organismu reaguji vetSinou protichidné, v zavislosti na tkdfiovém umisténi a redoxnim
potencidlu (Holmes & Seckl, 2006). Oba dva enzymy jsou spolecné Cleny tzv. SDR (,,short-
chain“ dehydrogenaza/reduktdza) enzymatické superrodiny. Pfesto sdileji pouze 21%
sekven¢ni homologie, kterd se typicky nachdzi v mistech konzervovanych oblasti (Draper &
Stewart, 2005). Jednd se zejména o kofaktor-vazajici region a katalytické misto. K vazbé

kofaktoru slouzi tzv. Rossmanniv zahyb ((B-o-B-0-B)2 motiv) nachézejici se na
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N-termindlnim konci molekuly (Persson & Kallberg, 2013). V centru molekuly je
konzervovana sekvence Tyr-X-X-X-Lys. Tyrosin je u 11B-hydroxysteroiddehydrogenaz
esencialni pro enzymatickou aktivitu. Pomérné nizké procento sekvenéni shody téchto dvou
enzymu je dano jednak variabilitou v ramci rodiny a zejména faktem, ze oba dva enzymy jsou

odlisSnymi genovymi produkty. Rozdily mezi obéma enzymy jsou zaznamenany nize v tabulce

(Tab. 3).

Tab. 3. Hlavni rozdily mezi 11p-HSD1 a 11B-HSD2. Zdroj: Draper & Stewart, 2005

Chromozomalni lokalizace

Velikost

Enzymaticka rodina

Tkanova exprese

Enzymaticka kinetika

Funkce

11B-HSD1
1g32,2

Gen: 30 kb, 6 exonu
Protein: 292 aa, 34 kDa
SDR superrodina

Jatra, plice, gonady, hypofyza,

mozek, tukova tkan.

In vitro obousmérni, in Vvivo
predevs§im reduktazova. Kofaktor

NADPH.

Poskytuje kortisol pro GR.

11p-HSD2
16022

Gen: 6,2 kb, 5 exonu
Protein: 405 aa, 44 kDa
SDR superrodina

Ledviny, stievo, slinné zlazy,

placenta.

Pouze dehydrogenazova.

Kofaktor: NAD.

Chrani MR pied kortisolem.

Jak o enzymu ziskat co nejobséhlej$i mnozstvi informaci? Nejvétsim piinosem je jeho
vyfazeni z funkce pomoci inhibitori ¢i genetickych modifikaci. Sledovanim dopadu
nefunkénosti 11B-HSD na fyziologii organismu pak miiZzeme 1épe pochopit jeho komplexni
¢innost. K témto ucellim se vyuzivaji nejcasteji inhibitory na bazi lékotice, obsahujici ptirodni
zdroj kyseliny glycyrrhetinové, ktera je sama o sob¢ silnym inhibitorem enzymu. Jedna se o
nespecificky inhibitor inaktivujici jak 11p-HSDI, tak 11B-HSD2 (Isbrucker & Burdock,
2006). Dnes je nejcastéji pouzivanym inhibitorem karbenoxolon (CBX), také neselektivni
inhibitor obou dvou enzyma (Seckl et al., 1993). Pomérné¢ vysoké inhibi¢ni G¢inky ma
11-hydroxyprogesteron (Souness et al., 1995), Ize pouzit i nékteré androgeny (Latif et al.,
2005) a zlucové kyseliny (Morris et al., 2004). V neddvné dobé¢ byla objevena latka
ptirodniho ptvodu, ktera inhibuje specificky pouze 113-HSD1. Jedna se o 1,3,8-trihydroxy-6-

metylanthrachinon neboli emodin izolovatelny z rebarbory (Rheum cultorum) (Feng et al.,
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2010). Zaroven se vyviji fada syntetickych inhibitort, pro piiklad monokarbonylové analogy

kurkumy mezi kterymi najdeme velmi specifické inhibitory 113-HSD1 (Lin et al., 2013).

Dalsi metodou, jak poodhalit ¢innost enzymu, je vytvotfeni geneticky upravenych
zvifecich modelt. Ur¢it Glohu 11B-HSD1 in vivo se proto podafilo i diky transgennim mysim,
které mély pro tento enzym poskozeny gen. U ,,wild-type* (neposkozenych) a 11B3-HSD1
deficientnich mysi (11p-HSD1-/-) Tomlinson et al. (2004) provedli adrenalektomii a
implantovali mySim pelety s 11-dehydrokortikosteronem. ,,Wild-type* mysi ochotné
pfeménovaly 11-dehydrokortikosteron na kortikosteron, zatimco hladiny kortikosteronu u
11B-HSD1-/- mysi zustaly nedetekovatelné. To dokazuje, ze 11B-HSD1 a jeji 11-reduktazova
aktivita je jako jedind schopnd tvorby aktivnich forem glukokortikoidd. Ztrata enzymu ma

zejména vyznamny vliv na funkci HPA osy.

3.2.1. 11p-HSD2

11B-HSD2 je enzym katalyzujici pouze jednosmérnou reakci, ke které vyzaduje jako
kofaktor NAD". Ulohou tohoto enzymu je oxidace aktivnich forem glukokortikoidii na jejich
neaktivni 11-keto derivaty. Pfi ¢innosti tohoto enzymu tedy dochézi k pfeméné kortizolu na
kortizon ¢i kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron (Tomlinson et al., 2004). Tkaiova
distribuce 11B-HSD2 koreluje s cilovymi tkanémi mineralokortikoidd, jako jsou ledviny a
tlusté stievo. V dospéléem mozku je 11B-HSD2 exprimovana v nékolika malo jadrech, jejichz
uloha je vétSinou spojena s kontrolou bilance soli a vody v téle a s krevnim tlakem. Hlavni
uloha této formy enzymu v mozku se projevuje béhem prenatdlniho vyvoje, kdy je silné
exprimovan ve vét§in¢ zarodeénych tkani, véetné CNS a placenty (Wyrwoll et al., 2011).
Aktivni misto enzymu, stejné jako kofaktor vazajici doména, jsou umistény cytosolicky (viz
obrazek ¢. 8). To nepochybné¢ dodava enzymu az 100x vyssi afinitu k substratu oproti
11B-HSD1. Enzym je exprimovan zejména v ledving, ve stifeve, slinnych a potnich zlazach a
placenté (Wyrwoll, 2011). Ve srovnani s expresi 11p-HSD1 je dehydrogenaza typu 2 tvotfena
konstitutivné. Hlavni role 11B8-HSD2 na periferii je ochrana neselektivnich MR v ledvinach
pted aktivaci kortikosteronem namisto aldosteronu (Edwards et al., 1988). Pokud je enzym
poskozen, vznikd pomérn€ vzidcné onemocnéni zvané syndrom ,,zdanlivého
mineralokortikoidniho nadbytku® (apparent mineralocorticoid excess, AME). Porucha je

spojena se vznikem hypertenze, organismus zadrzuje sodné kationty, draselné naopak
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vyluéuje v nadmérné mitre (Al-Harbi & Al-Shaikh, 2012). Tato porucha ale neni spojena
s poSkozenim tvorby mineralokortikoidt, jak by se na prvni pohled zdalo, ale s kortizolem.
Kortizol nese ¢aste¢nou mineralokortikoidni aktivitu, pokud neni pfeménén 11p-HSD2 na

neaktivni kortizon, vaze se na MR a aktivuje piislusné bunécné procesy.

Vysokou miru exprese 11p-HSD2 najdeme ve feto-placentalni jednotce, kde slouzi
jako bariéra chranici plod pied vysokymi dédvkami glukokortikoidi od matky. Pfitomnost
enzymu je zde zasadni pro zdravy vyvoj plodu. Deficit 113-HSD2 v zarodku a zarodecnych
tkanich zpisobuje celozivotni projev uzkosti a vyvojové vady (Wyrwoll, 2011). Pied vyssimi
koncentracemi glukokortikoidi je plod chranén také krevnimi bilkovinami. Jelikoz se vétSina
aktivnich glukokortikoidli po vyplaveni do krve vaze na kortikosteroid-vazajici globuliny c¢i
albumin nemtizou pronikat fetoplacentalni bariérou. Ovsem pokud je i piesto endokrinni okoli
plodu poskozeno, dochazi k celozivotnim zménam v aktivit¢ HPA osy. Béhem posledniho
vyvojového stadia plodu je zékladni sada klicovych dé&jt pro expresi gent regulujicich HPA
osu naprogramovand dle genotypu. Pokud je plod vystaven zvySenym hladindm
glukokortikoidi, je geneticky program pozménén, a to smérem k hyperaktivit¢ HPA osy. To
je mnasledné spojeno s nizkymi porodnimi vahami, se stresem souvisejicimi
kardiovaskularnimi, metabolickymi a neuroendokrinnimi poruchami v dospélosti (Shoener et

al., 2005).

11-HSD2 11B-HSD1 Obr. 7.
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membrané ER. Znazornéno i
2HN- \ aminokyselinové slozeni
®© @0 @)% ( enzyml  (pozitivné  nabité
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Zdroj: Odermatt et al., 2006.
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3.2.2.11p-HSD1

11B-HSD1 je béhem posledniho desetileti pod drobnohledem ftady vyzkumnych
laboratofi. Pfedevs§im proto, ze iloha tohoto enzymu hraje roli pfi vzniku mnoha onemocnéni
(obezity, inzulinové rezistence, osteopordzy ¢i glaukomu). 11B-HSD1 je klicovym enzymem
ovliviiujicim ¢innost HPA osy. Je exprimovana zejména v jatrech, tukové tkani a napti¢ celou
centralni nervovou soustavou dospélych savct. Jeji aktivita je zde fizena glukokortikoidy,

cytokiny, stresovymi faktory ¢i estrogeny (Seckl & Walker, 2001).

Smér, kterym bude 11B-HSD1 katalyzovat své reakce, zavisi podle nékterych studii na
fyziologickém a vyvojovém stavu dané¢ho bunééného typu. Naptiklad v Leydigovych buiikach
byla nalezena jak 11-reduktazova, tak 11pB-dehydrogenazova aktivita (Wang et al., 2002).
V kazdém ptipadé, pokud jsou buiiky desintegrovany, reduktdzova aktivita je ztracena. Tato
napadnd zména sméru katalyzy mezi intaktnimi bufikami a homogenaty je pravdépodobné
zpusobena specifickou intracelularni lokalizaci 11p-HSD1 v lumen endoplazmatického
retikula (ER). V intaktnich bunikach totiz hraje vyznamnou roli dal$i z enzymt ER, hex6za-6-
fosfat dehydrogendza (H6PDH), kterd poskytuje potiebna mnozstvi NADPH pro
reduktazovou aktivitu enzymu (Tomlinson et al., 2004). 118-HSD1 je v membran¢ ER
umisténa nasledovné: na cytosolické strané membrany se nachdzi pouhych pét
aminokyselinovych zbytki, nasleduje transmembranova oblast a vétSina proteinu je umisténa
Vlumen (viz obr. 9). Spradvnou orientaci proteinu zajiStuji tfi aminokyseliny: lysin-5
v cytosolu, glutamin-25 a glutamin-26 v lumen ER. Pokud by doslo k vyméné téchto
aminokyselin za aminokyseliny s opa¢nym nabojem, protein by byl umistén pfesné naopak
(Frick et al., 2004). Diky spravnému uspofadani ma enzym k dispozici dostatek molekul
NADPH, kter¢ jsou lokalizovany intraluminadlné. Pokud dojde k poskozeni
kompartmentalizace buriky, protein nemé dostatek NADPH a méni smér katalyzy. Kromé
toho, lumen ER podporuje tvorbu disulfidickych mustki, které jsou velmi dilezité pro
strukturu 11B-HSD1 (Tomlinson et al., 2004). Zaroven zde probiha dalsi typ posttransla¢nich
uprav — glykosylace. Ne z divodu spravného poskladani proteinu, ale pravdépodobné jako

prevence proteinové agregace a pro stabilizaci (Tomlinson et al., 2004).
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Obr. 8.

A. Schématické znazornéni propojeni
11B-HSD1 a H6PDH, které je dulezité pro
produkci NADPH a k udrzeni reduktazové
aktivity 118-HSD1. GT — glukdza-6-fosfat
translokaza; G6P - gluk6za-6-fosfat; 6PG —
6-fosfoglukonolaktonat.

B. 3D struktura a umisténi 11p-HSD1 v
ramci lumen ER.

Zdroj: Tomlinson et al., 2004.

ER Iumon

3.2.2.1. 11p-HSD1 v CNS

Jak jiz bylo zminéno, 11B-HSD1 je v centralni nervové soustavé dospélych savcu
exprimovana velmi vyrazné, zejména v mozku v oblastech souvisejicich s negativni zpétnou
kontrolou glukokortikoidd. Jeji pfitomnost byla prokazana v mozku mysi, potkant, psi a
primatd (Wyrwoll et al., 2011). In situ hybridiza¢ni studie v ,, post-mortem *“ lidskych mozcich
potvrdily expresi 113-HSD1 v hippokampu, prefrontalnim kortexu a mozecku (Sandeep et al.,
2004). Nachazi se jak v nervovych, tak glialnich burikach (Moisan et al., 1990).

Funkce enzymu je vyznamna zejména u dospélct. V prenatalnim vyvoji je ¢innost
11B-HSD1 udrzovéna na velmi nizké urovni. Vysoké davky glukokortikoidi béhem pozdniho
prenatalniho a casného postnatalniho vyvoje vedou k potlaceni rtistu a formace mozku, snizuji
neurogenezi a glidlni proliferaci, oslabuji formovani dendritickych propojeni a zpusobuji

behaviordlni a neuroendokrinni postiZzeni (de Kloet et al., 2005). Ptesto byla u potkaniho
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plodu nalezena pomérné vysoka hladina tohoto enzymu béhem pozdni faze gestace. B€hem
tohoto obdobi je HPA osa velmi malo citliva ke stresu, coz dokladaji snizené hladiny ACTH a
kortikosteronu. Dulezitym prostiedkem k vytvotfeni hyposenzitivity HPA osy ke stresovym
reakcim je posileni aktivity 11B-HSDI1 a nésledné zvyseni efektivity glukokortikoidni zpétné
vazby. Zvysena exprese enzymu v hypothalamu snizi zpétnovazebné ¢innost HPA osy a tim i
hladinu glukokortikoidd v krvi plodu (Johnstone et al., 2000). Piesny mechanismus, jakym je

toho dosazeno, neni dosud znam.

V dospélém mozku ma 11B-HSD1 nezastupitelnou tlohu jako enzym ovliviujici
¢innost HPA osy. 11B-HSD1 je exprimovana jak v hypothalamu, zejména v PVN, tak
v pfedni hypofyze. Jeji ¢innosti zde vznikaji aktivni formy glukokortikoidl, které zpétné
inhibuji svoji vlastni sekreci potlacenim aktivace HPA osy, resp. ukoncenim sekrece ACTH.
Negativni zpétna vazba je uskuteciiovana celou fadou mechanismu, které mizeme rozdélit na
zékladni dva typy — rychld non-genomova odpoveéd’ a odpovéd’ opozdénd, genomova. Rychla
odpovéd’ je citlivd vici sekreci glukokortikoidi z nadledvin a uskutec¢iiuje se na Urovni
paraventrikularniho jadra (Herman et al., 2012). Genomova odpovéd’ vychazi z destabilizace
mRNA molekul pro neuropeptidy ovliviiujici aktivitu HPA osy. HPA osa je ovlivnéna
hladinou glukokortikoidii v krvi, o které je ascendentnimi excitacnimi vstupy informovan

zejména limbicky systém (Herman et al., 2012).

Uloha 11B-HSD1 je v mozku spojena pravdépodobné i s regulaci cirkadiannich rytmi.
U 11[3-HSD1'/' deficientnich mysi byl nalezen abnormalni cirkadidnni profil hladiny
kortikosteronu (Harris et al., 2001). Absence enzymu ma tedy dopad na cirkadianni ¢innost
HPA osy. Ovlivituje i pfijem potravy. Nadmérna exprese 11B-HSD1 v tukové tkani vede
k prejidani se (Kershaw et al., 2005). Navic 11B-HSDI je exprimovand v hypothalamu
v oblasti nc. arcuatus, coz je kli¢ova oblast pro kontrolu pfijmu potravy (Moisan et al., 1990).
11B-HSD1 i ovlivituje behavioralni chovani. Zvysena exprese 113-HSD1 muze souviset se
vznikem anxiety a depresi. Hyperaktivita HPA osy hraje jistou roli pfi manifestaci
depresivnich pfiznakl, zda mize byt hlavnim diisledkem vzniku depresi, neni prozatim jisté
(Wu & Wang, 2010). Napiiklad u nelécenych pacienti s velkymi depresemi ¢i u
sebevrazednych obéti byly zaznamenany velmi vysoké hladiny CRH. Spencer et al. (1996)
zaznamenal jeho zvySenou koncentraci u chronicky stresovanych potkani. Lahmame et al.
(1997) mezi depresemi a zvySenymi hladinami CRH piimou korelaci nevidi. Je jisté, Ze do
regulace ptibuznych jevil, jako je strach a uzkost, CRH zapojen je, ale pii depresich je

S nejvetsi pravdépodobnosti jen vedlejSim faktorem.
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Vzhledem k tomu, ze je 11B-HSD1 vysoce exprimovana v hippokampu a neokortexu,
muze jeji ¢innost souviset i s procesy uceni a paméti. Naptiklad mysi, které byly po cely zivot
deficientni pro 113-HSD1 byly ochranény pied ztratou paméti, ktera bézné doprovazi proces
starnuti (Yau et al., 2001). Mechanismus, umoznujici uchovani paméti, vidi Yau et al., (2011)
ve snizenych hladinach glukokortikoidli v mozku, pfedevSim v hippokampu. Nizs§i hladiny
glukokortikoidl aktivuji zejména MR, zatimco kontrolni jedinci s neporusenou aktivitou 11f-
HSD1 maji MR plné saturovany a aktivuji ve velké mife GR, coz proces uchovani paméti
narusuje (Yau et al., 2011). To doklada i fakt, Ze ztrata paméti spojena se starnutim muze byt

snizena pii podavani GR antagonistti (Yau et al., 2011).

3.3. HIPPOKAMPUS

Hippokampus je parovd mozkova oblast, kterd se nachazi uprostied spankového
laloku. Ma vyrazny zaobleny tvar, ktery se u vétSiny zivoc€ichi podobd motskému koniku.
Odtud prameni i jeho nazev. Hippokampus je tvofen péti zdkladnimi oblastmi: CA1, CA2,
CA3, CA4 a gyrus dentatus (DG). Dale k hippokampu tadime tzv. retro-hippokampalni
struktury: subiculum, presubicilum, parasubiculum a entorhinalni kiiru (EC) (Cenquizca &
Swanson, 2007). Subiculum je struktura umisténa mezi vlastnim hippokampem (CA1-4
oblasti) a EC. Hraje klicovou roli pii zprostiedkovani interakci mezi hippokampem a
kortexem. Diky umisténi, elektrofyziologickym a funkénim vlastnostem ma subiculum
schopnost ovlivilovat ¢innost rtiznorodych oblasti mozku (O’Mara et al., 2001). EC tvofii
predél mezi hippokampem a kortexem. Z EC vychazeji neuralni drahy zajist'ujici piesun
novych informaci z kratkodobé paméti do dlouhodobé. Nova informace je nejprve zpracovana
Vv EC a odtud ptechazi do DG, z DG do CA3 pyramidalnich bun¢k a odtud do CA1 oblasti,
z CAl pyramidalnich bun¢k pfechazi informace do kortexu, kde je nakonec ulozena (Amaral
& Witter, 1989). DG je mistem, kde se ukladdaji do paméti vSechny zkuSenosti podobného
charakteru a kontext uddlosti (Vivar & van Praag, 2013). DG patii asi mezi nejvice
dynamickou oblast hippokampu. Pokud se zaméfime na neurodegeneraci a neurogenezi
Vv mozku dospélého jedince ma DG nejvétsi miru remodelani schopnosti (Perederiy &

Westbrook, 2013).
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Nahote: 3D zobrazeni hippokampu v mozku
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CA1l oblast hippokampu je rozdélena do 3 ¢asti, které maji odliSnou strukturu a
specifitu v genové expresi (Dong et al., 2009). Jedna se o dorzalni (CA1d), intermedialni
(CA1li1) a ventralni (CAlv) ¢ast. CAld je pyramidalni vrstva tvofena dvéma podvrstvami —
superficidlni a spodni (Fanselow & Dong, 2010). Mezi sebou se navzajem liSi v propojeni
S riiznymi typy tzv. basket cells, coz jsou inhibi¢ni hippokampalni neurony s GABAergnimi
synapsemi (Fanselow & Dong, 2010). Toto morfologické rozliSeni se ale ztrdci smérem
ventralné. CAlv oblast pak tvofi uniformni vrstva bunék. Rozdil mezi CAld a CAlv jeiv
mnozstvi tzv. place cells. Tyto buiiky zodpovidaji za prostorovou lokalizaci a nachazeji se
zejména v CA1d oblasti (Jung et al., 1994). Diky tomu mizeme CA1ld spojit s prostorovou
orientaci, navigaci a ucenim se pohybu v prostoru. CAlv oblast md na rozdil od dorzalni
pfimy neuralni vstup do Cichového laloku (Cenquizca & Swanson, 2007). Z CAlv vedou
ptimé vstupy do lateralniho septa (LS) a do stria terminalis (ST) (Dong et al., 2001). Z LS
jdou masivni projekce do hypothalamu a proto je tato draha velmi dilezitd pro kontrolu

neuroendokrinni aktivity. Propojeni se ST hraje roli pfi vzniku psychickych onemocnéni

37



(deprese, uzkost, PTSD) a to z davodu piimého propojeni ST s PVN, resp. s CRH neurony
(Dong & Swanson, 2006).

Hippokampus fylogeneticky vznikl z tzv. archikortexu. Archikortex a paleokortex
jsou prvni dva typy kiry telencefala, které spolecné davaji podklad pro vyvoj limbického
systému. Limbicky systém je tvoien nékolika oblastmi, spojenymi nervovymi drahami ve
funk¢ni celek. Jeho soucasti je nejen hippokampus, ale 1 amygdala, kterd vznika taktéz z
archikortexu a dale jadra septa (Ganong, 2005). Vsechny tyto oblasti maji Cetné spoje s
mozkovym kmenem a neokortexem. Limbicky systém je velmi dilezity pro komplexni
instinktivni a emocionalni chovéani. Z tohoto diivodu byl 1 samotny hippokampus spojovany
puvodné pouze s Ulohami tykajicimi se kontroly emoci. Posléze se zjistilo, ze poruchy
hippokampu vedou ke ztratam paméti. Tento fakt je znam pftiblizn€ od 60. let 20. stoleti, kdy
dochazelo k prvnim pokustim s lézemi hippokampu (Scoville & Milner, 1957; Victor et al.,
1961). Otazkou ovSem zustavalo, do jaké miry musi byt hippokampus poSkozen, aby se
pamét’ narusila, a zaroven jaky typ paméti je ovlivnén. Squire (1992) jako jeden z prvnich
spojuje hippokampus s deklarativni paméti. Jedna se o spojeni paméti sémantické (fakta) a
epizodické (udalosti). Do té doby byl hippokampus povazovan pouze za oblast zodpovidajici
za pamét’ prostorovou (Cave & Squire, 1991). Dnes tedy vime, Ze hippokampus neni sidlem
paméti jako takové, ale pouze nékterych jejich typl. Pokud poruSime hippokampalni
struktury, dojde k poSkozeni epizodické paméti, prostorového uceni a uceni se ulekovym
reakcim v kontextu urcité udalosti (Fanselow & Dong, 2010). Tato posledni schopnost - mit

strach z urcitych situaci, je ¢asto velmi dalezita pro zachovani zivota.

Jesté donedavna se proto debatovalo o zakladni funkci hippokampu. Nékteré studie
spojovaly hippokampus s kognitivnimi funkcemi a deklarativni paméti, jiné mély
hippokampus spojeny s emocemi a regulaci stresovych reakci (Fanselow & Dong, 2010).
Diky genové expresi, anatomickym propojenim hippokampu a behaviordlnim studiim
Fanselow & Dong (2010) zjistili, ze je hippokampus rostro-kaudaln¢ segmentovany a
muizeme ho rozd¢lit na dorzalni, intermedialni a ventralni ¢ast. Kazda oblast je pfitom spojena
s odliSnymi funkcemi. Dnes se tedy pozornost zaméfuje zejména na detailni rozliSeni
hippokampu a vzajemné propojeni jeho jednotlivych oblasti a propojeni s ostatnimi regiony
mozku. Klur et al. (2009) ukazali, Ze déleni hippokampu na ventralni a dorzalni oblast je
nedostacujici. Je potieba ob& dvé ¢asti oddelit navic na levou a pravou. Ve svych pokusech s
mysSmi v Morrisové vodnim bludisti totiz zjistili, ze v pravé polovin¢ dorzalniho hippokampu

byla v porovnani s levou znacné zvySena genova exprese genti dulezitych pii prostorovém
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uceni. Podobné zavéry méli i Greicius et al. (2003) ve svych pokusech s primaty. U primatt
sice nemluvime o dorzalnim a ventralnim hippokampu, nybrz o posteriorni a anteriorni
oblasti, nicmén¢ vysledky jsou stejné. Pomoci funkéni magnetické rezonance zjistili, ze je pti

uceni fe¢i zapojovana vice leva strana posteriorni oblasti hippokampu.

Hippokampus je jedinad oblast mozku, kde jsou hojné¢ exprimovany oba dva typy
kortikosteroidnich receptorii. GR se sice nachéazeji po celém mozku, ovSem MR najdeme
pouze V hippokampu a ¢astecné i v lateralnim septu, amygdale, PVN a oblasti locus coerelus
(Joéls et al., 2008). Vétsina MR v mozku je zapojena do regulace objemu vody, homeostaze
soli a kontroly kardiovaskuldrnich funkci (de Kloet et al., 2000). Pokud se zamé&time na MR
Vv hippokampu (piedev§im v CAl, CA2 a DG), zjistime, ze jejich loha zde je spojena se
stresovou drahou. Aktivované MR udrzuji ¢i zvySuji elektricky pienos a zaroven potlacuji
jakékoliv modula¢ni vstupy, u¢inek GR mé opac¢ny dopad (Joéls, 1997). Diky tomu, ze MR
v hippokampu stabilizuji neuralni aktivitu a pracuji v tzv. proaktivnim rezimu, uréuji citlivost
organismu ke stresu (de Kloet et al., 2000). Zdd se, ze MR udrzuji excitabilitu
hippokampalnich neuronti a tim i bazalni aktivitu HPA osy (Joéls & de Kloet, 1994).
Naptiklad u potkaniho kmene Lewis najdeme v hippokampu vysoké hladiny MR, které
mohou souviset s jejich hypoaktivni HPA osou (Oitzl et al., 1995).

V souvislosti s hippokampem a identifikaci molekularni kaskady, ktera ovliviuje
odpovéd’ buiky na kortikosteroidy, se pfesunula pozornost vyzkumu glukokortikoidii na
jejich vliv na neurdlni aktivitu. Pivodni pfedstava vlivu stresu na pamét’ byla negativni, resp.
ze vysoké hladiny glukokortikoidii narusuji kognitivni funkce. OvSem nejnovéjsi studie
ukazuji, ze tomu muze byt piesné¢ naopak. Kdyz se vratime k rozdilim mezi dorzalnim
hippokampem (DH) a ventrdlnim hippokampem (VH), je dulezité zminit jejich rozdil ve
schopnosti navozovat tzv. ,,long-term potenciaci“ (LTP) (Dorey et al., 2012; Maggio & Segal,
2011; Maggio & Segal, 2010; Maggio & Segal, 2009). LTP je dlouhodobé zvyseni amplitudy
EPSP neboli dlouhodobé zvyseni odpovédi postsynaptického neuronu po predchozi stimulaci.
Neuroplastické zmény na synapsi jsou umoznény zejména aktivaci glutamatnergnich NMDA
receptoril, kterymi do bunky vstupuji vapenaté ionty aktivujici kaskadu reakci. Mechanismy
LTP jsou na bunécné urovni podkladem pro uceni a pamét (Bliss & Collingridge, 1993).
Prvotni studie ukazuji, Ze VH neni schopen v porovnani s DH vytvaiet natolik velké a
pretrvavajici LTP (Maggio & Segal, 2007a). Tato niz§i LTP VH neni ale zplsobena
specifickymi synaptickymi vlastnostmi, protoze bazalni synapticky pfenos je velmi podobny

ve vSech oblastech hippokampu (Maggio & Segal, 2007b). Je zajimavé, ze proces ,,long-term
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deprese” (LTD; je pifesnym opakem LTP, tedy oslabeni kontaktu dvou neuronil) je v obou
oblastech hippokampu za normalnich podminek stejny (Izaki et al., 2000). OvSem pokud
organismus vystavime stresové zatézi, zvysSené hladiny glukokortikoidd méni funkci
synaptickych receptori a iontovych kanalt a dochdzi tak ke zménam ve schopnosti tvorby
LTP, resp. LTD (Maggio & Segal, 2010). Akutni stresova reakce zvySuje hladinu LTD v DH,
zatimco ve VH je LTD utlumena a naopak se zde zvysSuje hladina LTP (Maggio & Segal,
2009). Maggio a Segal (2011) zjistili, ze tato situace nastava pouze prvni den po aplikaci
stresové situace a s ¢asem (1-3 tydnl) se pomalu vytraci. Proto aplikovali kombinaci dvou
stresovych zatézi. Jednu béhem juvenilniho véku potkana a druhou nasledné v dospélosti.
Zména v LTP a LTD v obou oblastech hippokampu pak byla trvala. V DH doslo k vyrazné
redukci LTP, ve VH naopak k aktivaci. Vliv stresu v DH lze blokovat prostiednictvim
GR-antagonistil, zatimco ve VH diky MR-antagonistim (Maggio & Segal, 2009). Z téchto
udajl tedy plyne, Ze zvySena LTP ve VH je umoZnéna diky MR, zatimco potlac¢eni LTP v DH
je spojeno s aktivaci GR (Maggio & Segal, 2007b). MR-zvysena aktivace LTP ve VH neni
zprosttedkovana aktivaci NMDA receptord, ale zvySenou c¢innosti napétové-zavislych
vapenatych kanalli (VGCC; ,,voltage-gated calcium channels*) (Maggio & Segal, 2007b). Zda
se, ze stejné hladiny glukokortikoid odliSné ovliviiuji LTP navozenou NMDA receptory a
LTP zavislou na VGCC (Krugers et al., 2005). LTP se ve VH objevuje do jedné hodiny po
aktivaci MR, coz je pfili§ rychle na to, aby se jednalo o mechanismus ménici genovou expresi
(Joéls & Krugers, 2007), takZe se jednd o non-genomovy mechanismus zajiStovany MR na
membrané (mMR). Vliv kortikosteroidii na synaptickou plasticitu v hippokampu je tedy
daleko komplexnéjsi, nez se ptivodné predpokladalo. Je potieba dalSich experimentti, které

objasni roli membranovée vazanych 1 intracelularnich receptort regulujicich LTP/LTD.

Kromé GR a MR receptorti je potieba v souvislosti s hippokampem zminit pfitomnost
I dalSich receptord spojenych se stresovou drahou. Samoziejmé zde nalezneme receptory pro
urokortiny a CRH, pro stresovou reakci vyznamné hlavn¢ CRH-R1 (Chalmers et al., 1995),
ale také tzv. PACAP receptory typu 1 (PAC1-R) (Vaudry et al., 2009). PAC1-R slouzi pro
vazbu proteinu PACAP (,pituitary adenylase cyclase-activating polypeptide*), ktery byl
poprvé izolovan z hypothalamu jako protein stimulujici ¢innost adenylat cyklazy v hypofyze
(Miyata et al., 1989). Jeho exprese byla ale posléze objevena ve vétsiné tkani téla, v CNS i na
periferii (Vaudry et al., 2009). Jeho tloha je spojovana s uvoliiovdnim neurotransmiterd,
vasodilataci, bronchodilataci, aktivaci intestinalni motility, zvySovanim sekrece insulinu a

histaminu, modulaci imunitniho systému ¢i proliferaci a diferenciaci (Vaudry et al., 2009).
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Jakou ulohu v bunce vykonava, zavisi pfedevSim na typu receptoru a na signalni kaskade¢,
kterd je vazbou proteinu PACAP aktivovana. PACAP se miize vazat celkem ke tiem riiznym
typtim receptortl, z nichz PACI-R vaze PACAP s nejvyssi afinitou (Kageyama et al., 2007).
Druhé dva receptory jsou aktivovany zejména vasoaktivnim intestindlnim peptidem (VIP),
tzv. VIP-preferujici receptory typu 1 a typu 2 (VPACI a VPAC2) (Kageyama et al., 2007). V
hippokampu nalezneme vsechny tii typy receptorti, ovSem nejvice zastoupeny je PACI-R
(Hashimoto et al., 1993). Jeho ulohou po navézani ligandu je zvySena genova exprese
nekterych hormonii (Vaudry et al., 2009). PACAP positivné reguluje expresi CRH, a to
piedevsim v parvocelularnich neuronech PVN (Ghatei et al., 1993). ZvySena sekrece CRH
pak stimuluje uvolnovani ACTH z hypofyzy a posiluje aktivitu HPA osy (Vaudry et al.,
2009). PAC1-R mize prochéazet odlisSnym mechanismem sestfihu, takze miize vznikat Siroka
Skala podtypti receptoru (Vaudry et al., 2009). Signédlni kaskdda je u vSech podtypl
zahajovana aktivaci trimernich G-proteinti, které v buiice Casto zvySuji hladiny Ca®" iontd
(Blechman & Levkowitz, 2013). Jaky sestiih bude receptor podstupovat, mize ovlivnit stres.
Stres podporuje A2BP1/Rbfox1 variantu receptoru, ktera sekreci CRH naopak utlumi (Amir-
Zilberstein et al., 2012).
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4. Cile prace

Stres naruSuje kazdodenni zivot miliont lidi na celé Zemi a vyznamné¢ ohrozuje jejich
zdravi. Pochopeni mechanizmii vlivu glukokortikoidli na expresi specifickych regulacnich
molekul, které ovliviiuji samotnou ¢innost HPA osy pak piedstavuje moznost vytvaieni
novych postupti pii 1€¢bé psychickych, fyziologickych ¢i behaviordlnich onemocnéni.
Vzhledem Kk tomu, Ze je hippokampus jednou z mala oblasti mozku, ktera spole¢né exprimuje

oba dva typy kortikosteroidnich receptort, byla vybrana pro zodpovézeni téchto otazek:

1. Projevi se aplikace stresové zatéze na lokdlnim metabolismu glukokortikoidl
v CAT1 hippokampdlni struktute?

2. Bude mit aplikace stresové zatéze vliv na expresi kortikosteroidnich receptorti
v CA1 hippokampalni oblasti?

3. Ovlivni stresova zatéz v CAl oblasti hippokampu expresi receptort spojenych
s kortikotropin-uvolfiujicim hormonem?

4. Nalezneme vreakci na stresovy stimul mezikmenové rozdily, resp. vliv

genetického pozadi?
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5. Material a metody

5.1. Pouzita zvirata

K pokusiim byly pouzity celkem tii kmeny potkanii. Dospéli samci kmene Wistar o
hmotnosti 300 — 350 g z chovu Fyziologického tistavu AV CR. Dospéli samci kmene Fisher
(F344) a Lewis (LEW) o hmotnosti 300 — 350 g byli objednani od firmy Charles River. Po
celou dobu experimenti byla zvifata ustdjena ve zvéfinci odd€leni Fyziologie epitelu
Fyziologického tstavu AV CR. Byla chovéna za standardnich podminek pfi teploté 22 °C na
svételném rezimu 12 hodin svétla a 12 hodin tmy. VSechna zvifata méla neomezeny piistup
k potravé a vod¢. Byla krmena standardni laboratorni dietou. VSechna zvitata byla vystavena
stejnému stresovému protokolu. Poté byla usmrcena dekapitaci a odebrané tkané byly

zmrazeny Vv tekutém dusiku a ulozeny pro dalsi ucely.

Potkani kmene Wistar jsou outbredni kmen potkand, ktery patii k druhu Rattus
norvegicus. Jedna se o bézné pouzivany kmen potkanii v laboratofich, a to jak v biologickém,
tak medicinském vyzkumu. Tento kmen byl vyvinut Wistar institutem v roce 1906, pozdé&ji
Z nich byly vySlechtény dva dal§i kmeny potkanli: Sprague Dawley a Long-Evans. Na rozdil
od potkanli kmene F344 a LEW ma tento kmen normalni ¢innost HPA osy. Jejich reakce na
stres je tedy béZna v porovnani s ostatnimi zivocichy véetné ¢lovéka. Potkani kmene F344 a
LEW patii k inbrednim kmentim. Vznikly kiiZzenim velmi blizce ptibuznych jedinci kmene
Sprague Dawley. Tyto dva kmeny jsou vii¢i sobé v mnoha parametrech antagonistickymi.
Hlavni rozdil je v ¢innosti jejich HPA osy. F344 potkani maji HPA osu hyperaktivni, LEW
naopak hypoaktivni. Proto jsou F344 potkani velmi vhodnym modelem pro studium stresu,
stresovy zasah je u nich snadnéji a rychleji detekovatelny. LEW potkani se nejcastéji
vyuzivaji pfi vyzkumu zanétu ¢i autoimunitnich onemocnéni. U jedinct s riznym genetickym
pozadim ma stres odlisSny Uc€inek. Tyto tfi kmeny lze postavit na pomyslnou piimku
S hodnotami od vysoké aktivity HPA osy, pfes primérnou, az k nizké ¢innosti. Ke studiu byly
vybrany z divodu lepsiho srovnani vlivu stresu na funkci enzymu 11B3-HSDI1 a celé stresové

drahy.
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5.2. Pouzité chemikalie

5.3.

V pokusech byly pouzity nasledujici chemikélie doddvany témito firmami:

Abbott (Green Oaks, IL, USA): Forane (isofluranum)

Applied Biosystems (Carlsbad, CA, USA): TagMan Universal PCR Master Mix with
AmpErase UNG, TagMan Gene Expression Assays, TagMan Endogenous Control Rat
GAPDH, RNase Inhibitor

Baria (Praha, Ceska republika): Hot FirePol Probe gPCR Mix

Bio-Consult Laboratories (Praha, Ceskd republika): RNeasy Micro Kit, kit Qiagen
RNeasy Micro kit

Invitrogen (Lofer, Rakousko): RNaseOUT, random primers

Life Technologies: dNTP, TagMan Gene expression Master Mix, Pre-DevelopedTagMan
Rat GAPD

Medesa (Poli¢ka, Ceska republika): OCT Compound, TissueTek

MP Biomedicals (Orangeburh, NY, USA): corticosterone **°I RIA Kit

Penta Chemicals (Praha, Ceskd republika): etanol p.a. kvalita

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA): K,EDTA solution, Gene Elute Mammalian Total
RNA Kit, Enhanced Avian Reverse Transcriptase with Rnase inhibitor, KresolViolet,

merkaptoethanol, Enhanced Avian Reverse Transcription Kit

Pouzité pristroje
K pokustim byly pouzivany nésledujici pfistroje dodavané firmami:

Applied Biosystems (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA): AbiPrism 7000 Sequence
Detection System Instrument; ViiA 7 Real-Time PCR Systém

Eppendorf (Hamburg, Nemecko): MasterCycler
IKA — Werke GmbH & Co. KG (Staufen, Néemecko): Vortex MS2 minishaker
GmCLab Gilson (Middleton, WI, USA): stolni centrifuga

Leica Microsystems (Wetzlar, Némecko): mikrotom Leica CM1850 Cryocut, laserovy
mikrodisektor Leica LMD 6000
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e Perkin Elmer (Waltham, MA, USA): gamma-counter

e Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA): laboratorni centrifuga 3K 18

e Thermo Scientific (Waltham, MA, USA): spektrofotometr Nanodrop ND-1000

5.4. Stresovy protokol

Vsechny postupy byly schvéleny Odborovou komisi p¥i Fyziologickém tistavu AVCR

a probihaly v souladu se zdkonem €. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani.

Pro ziskani informaci o vlivu stresové reakce na hippokampalni oblast mozku byl
vyuzivan stresovy protokol dle Ilin & Richter-Levin (2009), s Gipravou pro dospé€lé potkany.
Tento protokol byl navrhnut jako kratce pusobici stresova zatéz pro potkany v juvenilnim
obdobi, tedy v obdobi mezi 27. a 29. dnem po jejich narozeni. Tento protokol byl vybran
z diivodu paralelniho vyzkumu v laboratofi a v rdmci mého grantového projektu, ktery se
vénuje porovnani role lokalniho metabolismu glukokortikoidli u dospélych a juvenilnich
potkand. Experimenty byly provaddény v rannich hodiniach kolem 9:00, aby vysledky
odpovidaly pouze stresové zatézi a nebyly ovlivnény zvySenou cirkadidnni hladinou
glukokortikoidl. Stresova zatéz spocivala v tfidennim aplikovani riznych typl stresujicich

situaci:

Den 1. Test vynuceného plavani (angl. forced swim): Potkan je ponofen do chladné
vody s teplotou kolem 22 °C (£ 2 °C). Po dobu 15 minut je ponechan v kruhovém tanku o
praméru 0,5 m. Hloubka vody ¢ini 0,4 m a potkan tedy nemd moznost si v plavani

odpocinout.

Den 2. Vyvysend platforma (angl. elevated platform): Potkan je umistén na plochu o
rozmérech 14 x 14 cm, ktera se nachézi ve vySce 70 cm nad povrchem. Platforma je umisténa
uprostfed mens$i mistnosti. Testovani probihd 30 minut a opakuje se celkem 3x. Mezi

testovanim je vzdy hodinova piestavka.

Den 3. Hypokineticky stres (angl. restraint stress): Potkan je umistén do velmi malého
prostoru o rozméerech 18x9x6 cm. Je mu zamezeno v jakémkoliv pohybu. Testovani trva po

dobu 2 hodin. Teplota je udrzovana v hodnotach kolem 25 °C a v mistnosti je slabé osvétleni.
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Po aplikaci stresové zatéze v prvnim a druhém dnu byli potkani vraceni do své klece.
V zadném ptipad¢ vSak nepfiisli do kontaktu s kontrolnimi skupinami. Posledni den testovani
byla zvifata po ukonceni stresové zatéze usmrcena. Nejdiive byli potkani uspani ve Foranu a
pomoci kardialni punkce jim byla odebrana krev do zkumavky obsahujici K,.EDTA, aby se
zabranilo procesu srazeni krve. Nasledné¢ byli usmrceni dekapitaci. Z lebky se jemnou
preparaci odebral mozek a ulozil se na suchy led, poté byl skladovan v tekutém dusiku pro

pozd¢jsi zpracovani.

5.5. RIA

RIA (z angl. radioimmunoassay) je metoda vyuzivana pro zjiSténi koncentrace
antigenu (nejcastéji hormonu) prostiednictvim radioaktivni znacky, kterd uréi mnoZzstvi
antigenu podle rozsahu vazby s protilatkou. Postup stanoveni této koncentrace je nasledujici:
nejprve jsme v poméru 1:200 ziedili 10 pl potkaniho séra 2 ml tzv. steroidniho diluentu
(phosphosaline gelatin buffer obsahujici gama globuliny). Pfipravili jsme si celkem 17
zkumavek. Do prvnich dvou jsme napipetovali 0,3 ml steroidniho diluentu, do dal§ich dvou
taktéz, ale v mnozstvi 0,1 ml a do zbyvajicich dvanacti zkumavek jsme pfidali 0,1 ml
kalibrace kortikosteronu (v koncentraci 25, 50, 100, 250, 500 a 1000 ng/ml fedéné ve
steroidnim diluentu) v dupletu. Do posledni zkumavky se napipetovalo 0,1 ml zfedéné
kontroly a zfedéného (1:200) potkaniho séra. Do vSech zkumavek se ptfidalo 0,2 ml

D, . . 12
radioaktivng zna&eného kortikosteronu (corticosterone-1'%

). Nakonec se do vSech zkumavek s
vyjimkou prvnich dvou ptidalo 0,2 ml protilatky proti kortikosteronu. VSechny zkumavky se
zvortexovaly a nechaly po dobu 2 hodin temperovat pii pokojové teploté. Po inkubaci se do
vSech zkumavek pfidalo 0,5 ml srazeciho roztoku (smés PEG a Goat anti-rabbit gama
globulini v TRIS pufru). Poté se vSe peclivé promichalo. VSechny zkumavky se nechaly 15
minut centrifugovat pii 2300-2500 rpm (1000 g), supernatant se slil. Poté se v§e zméfilo v tzv.

gamma-counteru.

5.6. Laserova mikrodisekce (LMD)

Zmrazené mozky potkanti v tekutém dusiku byly nejdiive temperovany po dobu 30

minut v mikrotomu Leica CM1850 Cryocut pii teploté¢ -19 az -20 °C. Poté se mozek
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prostiednictvim Tissue-Tek média opatrné upevnil na podlozku tak, aby jeho poloha byla co
nejvice vodorovna. Podlozka se umistila do aparatury mikrotomu a ziletkovym nozem se
tvofily 12 um fezy, které se nésledné¢ umistovaly na podlozni sklicka pokrytda PEN
membranou. Pro lepsi orientaci v jednotlivych mozkovych strukturdch se fezy obarvily.
Nejdiive se fixovaly 2 minuty v 100 % ethanolu a poté se barvily 45 sekund v 5 % roztoku
kresolové violeti v ethanolu. Skli¢ko se nakonec nékolikrat ponofilo do ¢istého ethanolu pro

castecné odbarveni. Nez se vzorky umistily do LMD, nechaly se volné oschnout.

LMD umoznila vyfezani specifickych mozkovych struktur (Obr. 10). Obarvené fezy
se vlozily do LMD platformy tkani smérem doli. Pod sklickem byla pfipravena
mikrozkumavka s 25 ul RLT lyzaéniho roztoku, do které gravitaci odpadavaly laserem
vyfezané oblasti. Po odebrani dostatecného mnozstvi materidlu (kolem 75000 },lmz) se
zkumavka vyjmula a doplnila 50 pl RLT lyza¢niho roztoku, kratce se zvortexovala a stocila
na stolni centrifuze. Pfed dal$im zpracovanim byly vzorky ulozeny pii -80 °C

V hlubokomrazicim boxu.

dCA1 # ‘] ; N : ; ; ‘ 1
vCA1  ##
CA2  ## S0 [ e
CA3  #iH / : #
N N = M . T . - ——_c

Obr. 10. Vlevo obarveny fez mozkem v kresolové violeti se zvyraznénymi hipokampalnimi strukturami. Vpravo

tentyz fez po LMD s odebranou tkani.

5.7. 1zolace totalni RNA

Kizolaci totalni RNA ze vzorkd zpracovanych laserovou mikrodisekei byl pouzit
komerc¢né dostupny kit Qiagen RNeasy Micro Kit. K 75ul LMD vzorku v RTL lyza¢nim
roztoku se pridal stejny objem 70% ethanolu. Po diikladném zvortexovani a stoceni se cely
objem aplikoval na fixa¢ni kolonku a vlozil do centrifugy vytemperované na 20 °C na 1
minutu pfi rychlosti 12 000 x g. Objem kolonky, ktery prosel filtraénim sitem, se odstranil. Na
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kolonku se nasledné aplikovalo 350 ul RW1 wash buffer a opét se stocilo pfi stejnych
podminkach. Filtrat se odstranil a ptidalo se 500 pl RPE buffer. Po dalsi centrifugaci se
pridalo po odstranéni filtratu 500 pl 80% ethanolu. Nasledovala opakovana centrifugace, kdy
se odstraiiovala vétSina objemu ethanolu. Celkem 2x se po dobu 3 minut nechala kolonka
staCet na sucho. Ve finale doslo k aplikaci 13 ul PCR vody ohtaté na 37 °C. Kolonka se
nechala stacet po dobu 5 minut. ZiskandA RNA byla néasledné kvantifikovana na pfistroji

NanoDrop 1000 a okamzité reverzné transkribovana.

5.8. Priprava cDNA

Po izolaci totalni mRNA z hipokampalnich struktur CAld a CAlv z mozku potkana
doslo k prepisu mRNA do cDNA prostiednictvim komercné dostupného kitu Enhanced Avian
Reverse Transcription Kit. Podle navodu od vyrobce byl objem reakéni smési 20 pl. Nejdiive
doslo k namichani: 1 ul ANTP mixu, 1 ul Random Primers a 8 pl roztoku totalni RNA. Tato
smes se inkubovala pii teploté 70 °C po dobu 5 minut. Poté se smés zchladila a pridal se
MasterMix o nésledujicim slozeni: 2 pl 10x Reaction Buffer, 1 pl Enhanced Avian Reverse
Transcriptase, 1 pl RNase OUT a 6 ul PCR vody. Reak¢éni smés pak byla 15 minut
inkubovana pfi 25 °C a 50 minut pii 42 °C. Nakonec probihala denaturace pii 85 °C po dobu
5 minut. Ziskand cDNA se uskladnila pfi teploté -20 °C.

5.9. Kvantifikace cDNA

Pro kvantifikaci genti 11B8-HSDI1, MR a GR byl pouzit pfistroj AbiPrism 7000
Sequence Detection System Instrument. Celkové mnozZstvi reakéni smési Cinilo 20 pl a
obsahovalo: 1 pl 10x nafedéné cDNA, 4 ul 5x reakéniho pufru TagMan Gene Expression
MasterMix, 0,3 ul TagMan Gene Expression Assay pro konkrétni geny, 0,9 ul Pre-Developed
TagMan Rat GAPDH a 13,8 ul PCR vody. Vlastni analyza pak probihala za nasledujicich

podminek:
1. Aktivace uracil-N-glykosylazy. Pti teploté 50 °C po dobu 2 minut.

2. Aktivace ,hotstart“ polymerazy. Pfi teplot¢ 95 °C po dobu 10 minut.
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3. PCR cyklus: 55x. Denaturace pii 95 °C trvajici 15 sekund. Nasedani primera a
extenze pti 60 °C po dobu 1 minuty.

Pro kvantifikaci genit CRH-R1, CRH-R2, PAC-1, PACAP a Ucn2 byl pouzit pfistroj
ViiA 7 Real-Time PCR System. Celkové mnozstvi reakéni smési ¢inilo 20 ul a bylo stejného
slozeni jako pii kvantifikaci gend pfistrojem AbiPrism 7000. U genu CRH-R2 byla z divodu
velmi nizkych koncentraci pfed méfenim provedena tzv. pre-amplifikace. Vlastni analyza

probihala za nasledujicich podminek:

1. Aktivace uracil-N-glykosylazy. Pii teploté 50 °C po dobu 2 minut.

2. Aktivace ,,hotstart“ polymerazy. Pii teploté 95 °C po dobu 15 minut.
3. PCR cyklus: 60x. Denaturace pii 95 °C trvajici 15 sekund. Nasedani primera a

extenze pii 60 °C po dobu 1 minuty.

5.10. Statistika

Vsechny namétené hodnoty byly vztazeny k provoznimu ,housekeeping® genu
GAPDH a vyjadieny jako aritmeticky primér + stfedni chyba priméru. Pro zjiSténi statisticky
vyznamnych rozdill mezi jednotlivymi hodnotami byla nejprve pouzZita dvourozmeérna
analyza rozptylu (ANOVA) a poté post hoc analyza pomoci Fisherova LSD testu s vyuzitim
programu STATISTICA. Signifikantni rozdily mezi kontrolnimi a stresovanymi jedinci jsou
ve vysledkové ¢asti v grafech oznaceny pomoci hvézdicek nad sloupeckem: *p <0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001. Vyznamné odlisSné¢ mezikmenové hodnoty jsou oznaceny kiizkem #,

hladina vyznamnosti je uvadéna v popisku obrazku.
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6. Vysledky

6.1. Hladiny kortikosteronu

Dvourozmérna analyza rozptylu prokazala signifikantni efekt stresu (ANOVA: p <
0,001), avsak zadny efekt genotypu (ANOVA: p > 0,05), zaroven nebyla mezi obéma faktory
z4dna interakce (ANOVA: p > 0.05). Post hoc analyza prokézala, ze stres vyrazn¢ stimuluje

plazmatickou hladinu kortikosteronu (Obr. 11).

CS
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Obr. 11. Hladiny kortikosteronu v plazmé stanovované RIA analyzou u kontrolnich potkant (CTRL) a potkant
po stresové zatézi (STRESS). U vSech kmenid potkant zvysila stresova zatéz hladiny kortikosteronu se
statistickou vyznamnosti *p < 0,01. Nebyl nalezen zadny mezikmenovy rozdil.

6.2. Zmény v genové expresi

Pro posouzeni potencidlnich zmén vyvolanych tfidenni stresovou zatézi v CAl
dorzalni (CAld) a CAl ventrdlni (CAlv) hippokampalni struktufe byla pouZita rozdilna
exprese mRNA molekul pro nasledujici transkripty: 11p-HSD1, MR, GR, CRH-R1, CRH-R2,
UCN-2, PAC1-R a PACAP. Hladiny mRNA jsou relativni jednotky.
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6.2.1. 11p-HSD1 mRNA

Dvourozmérna analyza rozptylu neprokézala v CAl dorzalni oblasti hippokampu
zadny signifikantni vliv stresu (ANOVA: p > 0,05), ani zadny efekt genotypu (ANOVA: p >
0,05). Mezi obéma faktory pak nebyla prokazana ani zddna vzajemna interakce (ANOVA: p >
0.05). Viz Obr. 12.
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Obr. 12. Relativni hladiny exprese 113-HSD1 mRNA v CA1 dorzalni oblasti hippokampu. Nebyl nalezen zadny
vliv stresové zatéze, ani mezikmenovy rozdil.

V CAl ventrdlni oblasti hippokampu dvourozmérnd analyza rozptylu prokazala
signifikantni vliv stresu (ANOVA: p < 0,05) a zaroven i efekt genotypu (ANOVA: p < 0,05).
Mezi obéma faktory ovSem nebyla zjiSt€na zadna interakce (ANOVA: p > 0.05). Post hoc
analyza u F344 potkant prokazala pozitivni vliv stresu na zménu exprese 113-HSD1 v CAlv
oblasti hippokampu (Obr. 13). Zaroven prokazala u kontrolnich WIS potkanti vyznamné vyssi
hladiny exprese 11B-HSD1 mRNA Vv porovnani s obéma dal§imi kmeny (LEW a F344) na

urovni p < 0,05.
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Obr. 13. Relativni hladiny exprese 113-HSD1 mRNA v CAl ventralni oblasti hippokampu. U Fisher potkant
doslo vlivem stresové zatéze ke zvySené expresi 11p-HSD1 mRNA se statistickou vyznamnosti *p < 0,05. U
kontrolnich jedincti kmene Wistar je v porovnani s kontrolnimi Fisher i Lewis potkany v CA1l ventralni oblasti
hippokampu signifikantné vyssi hladina exprese 113-HSD1 mRNA (#p < 0,05).

6.2.2. MR mRNA

Dvourozmérnd analyza rozptylu sice neprokazala v CA1 dorzalni oblasti hippokampu
zddny vyznamny efekt stresu (ANOVA: p > 0,05), ale zaznamenala signifikantni vliv
genotypu (ANOVA: p < 0,001). Mezi obéma faktory nebyla prokazana zadna vzajemna
interakce (ANOVA: p > 0.05). U kontrolnich potkan kmene WIS prokazala post hoc analyza
vysSi hladinu exprese MR mRNA v porovnani s kontrolnimi F344 1 LEW potkany na hladiné
vyznamnosti p < 0,05 (Obr. 14).

V CA1 ventralni oblasti hippokampu analyza rozptylu neprokédzala z4dny vyznamny
efekt stresu (ANOVA: p > 0,05), ani genotypu (ANOVA: p > 0,05). Mezi obéma faktory
nebyla prokazana z4dna vzajemnd interakce (ANOVA: p > 0.05). Viz Obr. 15.
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Obr. 14. Relativni hladiny exprese MR mRNA v CA1l dorzalni oblasti hippokampu. U kontrolnich Wistar
potkanti je v porovnani s kontrolnimi Fisher i Lewis potkany signifikantn¢ vyssi hladina exprese MR mRNA (#p
< 0,05).
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Obr. 15. Relativni hladiny exprese MR mRNA v CAl ventralni oblasti hippokampu. Nebyl nalezen zadny vliv
stresové zateéze, ani mezikmenovy rozdil.
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6.2.3. GR mRNA

Dvourozmérnd analyza rozptylu prokazala v CAl dorzalni oblasti hippokampu
signifikantni efekt stresu (ANOVA: p < 0,05), avSak zadny efekt genotypu (ANOVA: p >
0,05), zaroven nebyla mezi obéma faktory zadna interakce (ANOVA: p > 0.05). Post hoc
analyza prokazala, Ze stres vyrazné snizuje expresi GR mRNA v CA1d oblasti hippokampu u
vSech tii kment (Obr. 16).

V CAl ventralni oblasti hippokampu neprokdzala ANOVA zadny statisticky

vyznamny vliv kmene, ani stresu (Obr. 17). Mezi obéma faktory nebyla zZadna interakce.
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Obr. 16. Relativni hladiny GR mRNA v CA1l dorzélni oblasti hippokampu. U vSech kment potkani vyvolala
stresova zatéz signifikantni snizeni exprese GR mRNA (u Lewis a Wistar potkanti na hladiné vyznamnosti **p <
0,01, u Fisher potkanti *p < 0,05).
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Obr. 17. Relativni hladiny GR mRNA v CA1 ventralni oblasti hippokampu. Nebyl nalezen zadny vliv stresové
zatéze, ani mezikmenovy rozdil.

6.2.4. CRH-R1 mRNA

Dvourozmérnad analyza rozptylu prokézala v CAl dorzalni oblasti hippokampu
signifikantni efekt stresu (ANOVA: p < 0,05) a také efekt genotypu (ANOVA: p < 0,001),
mezi obéma faktory nebyla zadna spole¢na interakce (ANOVA: p > 0.05). Post hoc analyza
prokézala negativni vliv stresové zatéZe na expresi CRH-R1 mRNA u WIS potkanti (Obr. 18).
Zaroven u kontrolnich WIS potkani prokazala vyrazné¢ vysSi hladiny exprese CRH-R1
MRNA. V porovnani s kontrolnimi LEW potkany na trovni p < 0,001. V porovnani s

kontrolnimi F344 potkany na urovni p <0,01.

V CA1 ventralni oblasti hippokampu prokazala ANOVA vyznamny vliv stresové
zatéze na expresi CRH-R1 (p < 0,05), ale zadny efekt kmene. Mezi obéma faktory byla
prokézana vzajemna interakce se signifikanci p < 0,05. Post hoc analyza prokazala vyrazné

negativni vliv stresu na expresi CRH-R1 mRNA u F344 potkanti (Obr. 19).
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Obr. 18. Relativni hladiny CRH-R1 mRNA v CA1 dorzalni oblasti hippokampu. U Wistar potkand doslo vlivem
stresové zatéze k snizeni exprese CRH-R1 mRNA se statistickou vyznamnosti *p < 0,05. Zaroven jsou u
kontrolnich Wistar potkani v porovnani s kontrolnimi Fisher (#p < 0,01) i Lewis (#p < 0,001) potkany
signifikantn€ vyssi hladiny CRH-R1 mRNA.
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Obr. 19. Relativni hladiny CRH-R1 mRNA v CA1 ventralni oblasti hippokampu. U Fisher potkant doslo po
stresové zateézi k velmi vyraznému snizeni hladiny exprese CRH-R1 mRNA (***p < 0,001). Analyza rozptylu
neprokazala zadné mezikmenové rozdily.

56



6.2.5. CRH-R2 mRNA

V CAl dorzélni oblasti hippokampu neprokdzala dvourozmérnd analyza rozptylu
zadny vyznamny efekt stresu (ANOVA: p > 0,05), ani genotypu (ANOVA: p > 0,05). Mezi
obéma faktory nebyla prokdzana zadna vzajemna interakce (ANOVA: p > 0.05). Prestoze
efekt stresu v ramci analyzy vSech tii kment prokdzan nebyl, byl u kmene Wistar patrny
nartst hladiny transkriptu pro CRH-R2 po stresu. U nestresovanych zvifat byl tento transkript

nedetekovatelny a méfitelny byl teprve u stresovanych jedincii (Obr. 20).
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Obr. 20. Relativni hladiny CRH-R2 mRNA v CA1 dorzalni oblasti hippokampu. U kontrolnich Wistar potkant
byla schopnost zméfeni hladiny transkriptu pod limitem detekce kvantitativni RT-PCR analyzy (n.d. — ,,not
detected®). Pii porovnani hladin exprese CRH-R2 kontrolnich a stresovanych jedincti kmene Wistar vidime sice
patrny narust této hladiny po stresu, ov§em dle analyzy rozptylu nebyl prokazan signifikantni vliv.

Dvourozmérna analyza rozptylu prokdzala v CAl ventrdlni oblasti hippokampu
signifikantni efekt genotypu (ANOVA: p < 0,01), ale zddné zmény zplisobené stresovou
zatézi (ANOVA: p > 0,05), mezi obéma faktory nebyla Zadna spolecna interakce (ANOVA: p

> 0.05). Post hoc analyza prokazala u kontrolnich F344 potkanii nejnizsi hladiny CRH-R2

mRNA ze vSech testovanych kmenil. V porovnani s kontrolnimi LEW potkany na Grovni p <
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0,01. S kontrolnimi WIS potkany na trovni p < 0,05 (Obr. 21). Vliv stresu v ramci analyzy
vsech tf1 kment sice prokazan nebyl, ale u kmene Fisher byl patrny nérast hladiny transkriptu
pro CRH-R2 po stresové zatézi. U nestresovanych zvifat byly hladiny CRH-R2 mRNA

nedetekovatelné a méfitelné byly teprve u stresovanych jedinct.

CAlv

OCTRL
B STRESS

CRH-R2 mRNA
w
T

Fisher Lewis Wistar

Obr. 21. Relativni hladiny CRH-R2 mRNA v CA1 ventralni oblasti hippokampu. U kontrolnich Fisher potkanti
byla schopnost zméfeni hladiny transkriptu pod limitem detekce kvantitativni RT-PCR analyzy (n.d. — ,not
detected*). Proto pii porovnani hladiny kontrolnich Fisher potkanti s kontrolnimi Lewis potkany (#p < 0,01) a
kontrolnimi Wistar potkany (#p < 0,05) najdeme vyznamné rozdily. U Fisher potkanti je navic patrny nardst
hladiny transkriptu po stresu, ov§em nebyl prokazan analyzou rozptylu.

6.2.6. Hladiny UCN-2

Dvourozmérna analyza rozptylu neprokédzala v CAl dorzalni oblasti hippokampu
zadny signifikantni vliv stresu (ANOVA: p > 0,05), ani zadny efekt genotypu (ANOVA: p >
0,05). Mezi obéma faktory pak nebyla prokazana ani zddna vzajemna interakce (ANOVA: p >
0.05). Viz Obr. 22. V CA1 ventralni oblasti analyza rozptylu neprokazala zadny vliv stresu
(ANOVA: p > 0,05), ani genotypu (ANOVA: p > 0,05). Mezi obéma faktory neprokazala ani
zadnou interakci (Obr. 23).
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Obr. 22. Relativni hladiny UCN-2 mRNA v CAl dorzalni oblasti hippokampu. Nebyl pozorovan zadny vliv
stresové reakce, ani mezikmenovy rozdil.
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Obr. 23. Relativni hladiny UCN-2 mRNA v CAI ventralni oblasti hippokampu. Nebyl nalezen zadny vliv
stresové zateéze, ani mezikmenovy rozdil.
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6.2.7. Hladiny PAC1-R

Dvourozmérna analyza rozptylu neprokézala v CAl dorzalni oblasti hippokampu
zaddny vyznamny efekt stresu (ANOVA: p > 0,05), byl ale prokdzan signifikantni efekt
genotypu (ANOVA: p < 0,05). Mezi obéma faktory nebyla prokdzana zadnd vzajemna
interakce (ANOVA: p > 0.05). Post hoc analyza zjistila, Ze u kontrolnich LEW potkant
dochazi v CAld oblasti v porovnani s kontrolnimi F344 i WIS potkany k signifikantné (p <
0,05) nizsi expresi PAC1-R mRNA (Obr. 24).

Témér identické vysledky najdeme ve ventralni CA1 oblasti. Dvourozmérnd analyza
rozptylu v této oblasti neprokazala zadny vyznamny efekt stresu (ANOVA: p > 0,05), byl ale
prokazan signifikantni vliv genotypu (ANOVA: p < 0,01). Mezi obéma faktory nebyla
prokazana zadna interakce (ANOVA: p > 0.05). Post hoc analyza zjistila, Ze u kontrolnich
LEW potkanti dochazi v CA1 ventralni oblasti v porovnani s kontrolnimi F344 i WIS potkany
k signifikantné (p < 0,05) nizsi expresi PAC1-R mRNA (Obr. 25).
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Obr. 24. Relativni hladiny PAC1-R mRNA v CAl dorzélni oblasti hippokampu. Kontrolni jedinci Lewis
potkanti maji nejnizsi hladinu exprese PAC1-R mMRNA v porovnani s kontrolnimi Fisher i Wistar potkany na
hladin€ vyznamnosti #p < 0,05. U zadného kmene nebyl prokazan vliv stresové zatéze.
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Obr. 25. Relativni hladiny PAC1-R mRNA v CA1 ventralni oblasti hippokampu. Kontrolni Lewis potkani maji

v

vyznamnosti #p < 0,05. U Zadného kmene nebyl pozorovan vliv stresové zatéze.

6.2.8. Hladiny PACAP

Dvourozmérnad analyza rozptylu prokézala v CAl dorzalni oblasti hippokampu
vyznamny efekt stresu (ANOVA: p < 0,05) a zaroven signifikantni vliv genotypu (ANOVA: p
< 0,001). Mezi obéma faktory nebyla prokazana 74dnd vzdjemnd interakce (ANOVA: p >
0.05). Post hoc analyza zjistila, ze u kontrolnich LEW potkani dochazi v CAld oblasti
v porovnani s kontrolnimi F344 i WIS potkany K signifikantné (p < 0,05) niz§i expresi
PACAP mRNA (Obr. 25).

V CAl ventrdlni oblasti ANOVA prokazala pouze vliv genotypu (p < 0,05), vliv
stresové zatéZe Ci interakce mezi obéma faktory zaznamendna nebyla (p > 0,05). Post hoc
analyza prokéazala u kontrolnich F344 potkanid signifikantné vyssi hladiny PACAP mRNA

V porovnani s kontrolnimi potkani kmene WIS (p < 0,05).
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Obr. 26. Relativni hladiny PACAP mRNA v CA1 dorzalni oblasti hippokampu. Kontrolni jedinci Lewis potkani
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vyznamnosti #p < 0,05.
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Obr. 27. Relativni hladiny PACAP mRNA v CA1 ventralni oblasti hippokampu. U kontrolnich Fisher potkani
jsou v porovnani s kontrolnimi Wistar potkany signifikantné vyssi hladiny PACAP mRNA (#p < 0,05).
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7. Diskuze

Situace, které vyvijeji natlak na nadS organismus, mohou ovlivnit fadu procest
probihajicich vtéle. Na zménu pak reaguje HPA osa aktivaci tvorby a sekrece
glukokortikoidt klirou nadledvin. Stejné reakce jsme docilili u potkanti po aplikaci stresové
zatéze. Z vysledkl je patrné, Ze se uvoliovani kortikosteronu v porovnani s kontrolnimi
nestresovanymi jedinci rapidné zvysilo u vSech tii testovanych kmeni. Nutno dodat, Ze na
tyto hladiny nema vliv fyziologické zvyseni produkce glukokortikoidl cirkadiannim rytmem.
Koncentrace kortikosteronu v krvi byly stanovované v 11:00 hodin dopoledne. Vzhledem
k tomu, Ze jsou potkani nokturni zivo¢ichové, uvoliovani glukokortikoidi dosahuje svého
maxima Vv pozdnich odpolednich hodinach. Polo¢as rozpadu (T'%) kortikosteronu je piiblizné
50 minut, takze namétend koncentrace neni vysledkem celého tfidenniho procesu stresovani,
ale jedna se vicemén¢ o aktualni hladinu kortikosteronu v krvi. Cirkulaci je kortikosteron po
uvolnéni nadledvinami rozndSen po celém organismu. VétSina kortikosteronu je v Krvi
navazana na krevni pfenaSece, CBG ¢i albumin. Ty maji vyss§i afinitu pro aktivni formy
glukokortikoidd, v krvi proto najdeme vétsi mnozstvi volného 11-dehydrokortikosteronu nez
aktivniho kortikosteronu. K tomu, aby mohl i 11-dehydrokortikosteron u piislusnych bunék
vyvolat odpovéd’, je nutné, aby byl pfeveden do funkéni formy. Tato konverze je
katalyzovana enzymem 11B-HSD1. Jednd se o NADPH-dependentni reduktdzu, kterd méni
neaktivni formy glukokortikoidt v podobé 11-oxo0 derivati (kortizon,
11-dehydrokortikosteron) na aktivni 11-hydroxy derivaty (kortizol, kortikosteron) (Tomlinson
et al.,, 2004). U dospélych jedinci ho najdeme exprimovany v celém mozku vcetné
hippokampu. Je jednim z velmi dileZitych ¢lanki ovliviiujicim pribéh a dopad celé stresové
reakce. Zajimalo nas, jak se zméni hladina tohoto enzymu po stresové reakci, kdy vyznamné
stoupaji hladiny glukokortikoidd v téle. Prostfednictvim kvantitativni RT-PCR jsme zméfili
jeho hladiny mRNA u kontrolnich a stresovanych jedinci v CAld a CALlv oblasti
hippokampu. Nase vysledky ukazuji, Ze stresova zat€z nema zadny vliv na expresi 11p-HSD1
v CAld oblasti. Naopak v CAlv oblasti doslo u F344 potkanti vlivem stresové reakce
ke zvySeni produkce 11B-HSDI mRNA. Dorey et al. (2012) v hippokampu méfili v
jednotlivych casovych usecich hladiny kortikosteronu po stresové zatézi. Zjistil, ze nejdiive
dochazi ke zvysSeni koncentrace kortikosteronu v dorzalnim hippokampu, kde maxima
dosahuji v Case 60 minut po zat€zi. Naopak ve ventralnim hippokampu dochdzi k

maximalnimu zvySeni hladiny kortikosteronu az béhem 105 minuty po aplikaci stresové
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zatéze. Proto je 1 navrat k normalnim hladindm kortikosteronu vidét nejdiive v dorzalnim
hippokampu, a to pfiblizné po 105 minuté. Ve ventrdlnim hippokampu se hladiny
kortikosteronu vraci ke svym normalnim hladindm az po 120 minuté. My jsme hladiny
11B-HSD1 mRNA stanovovali az po 2 hodinach stresové zatéze. Za ptedpokladu, ze je
soucasti promotoru genu 11B-HSD1 GRE element, diky kterému by byla exprese enzymu
pfimo regulovana glukokortikoidy je mozné, ze v CAld oblasti jiz v tuto dobu nebyly
dostacujici hladiny kortikosteronu, které by nadale stimulovaly zvySenou expresi 11p-HSD1
mRNA a proto zde nevidime Zadny vliv. Naopak v CAlv jsou v danou dobu jesté¢ pomérné
vysoké hladiny kortikosteronu, které zvysSuji expresi 113-HSD1 mRNA. Tuto uvahu
podporuje naptiklad prace Rajan et al. (1996), kde uvadéji, ze v primarni hippokampalni
bunééné kultufe zaznamenali piimy vliv dexametasonu (synteticky glukokortikoid) na expresi
11B-HSD1. Ostatni diikazy ovSem spiSe nasvédCuji, ze regulace exprese enzymu 11p3-HSD1
je nepiimad, zavisla na transkripénich faktorech C/EBPa a C/EBPB (Williams et al., 2000; Sai
ventralni CA1 oblasti hippokampu je dany jejich odlisnymi lohami. CA1d oblast je spojena
ptedevsim s kognitivnimi funkcemi a zodpovidad u potkant naptiklad za prostorovou pamét
(Jung et al., 1994). CAlv oblast ma cetné spoje s limbickym systémem, amygdalou a
hypothalamem (Dong & Swanson, 2006), ovliviiuje ¢innost HPA osy a souvisi s emo¢nim
chovanim (Fanselow & Dong, 2010). Fakt, ze ke zvySeni hladin 11p-HSD1 mRNA v CAlv
oblasti doslo pouze u F344 potkani bude dan jejich hyperaktivni HPA osou (Wu & Wang,
2010). ProtozZe jejich hypofyza produkuje zvySend mnozstvi ACTH, nadledviny pod vlivem
tohoto hormonu uvoliuji vice glukokortikoidid. F344 potkani jsou proto velmi vhodnym
modelem pro studium stresu, 1 mensi zatéz u nich vyvola silnou odpovéd’, na rozdil od WIS a
LEW potkaniti. Zvysena exprese 113-HSD1 mRNA u F344 potkanti mize byt v CAlv oblasti
velmi Zadouci reakci, protoze umozni ukoncit stresovou odpovéd’ organismu. ZvySena
aktivita 11B-HSD1 zvysi aktivaci kortikosteroidnich receptort, které svoji ¢innosti ve finale
snizi uvolnovani CRH z PVN, se kterym je ventralni oblast hippokampu propojena, a tak
dojde k inhibici HPA osy. Prozatim nejsou dostupné zadné studie, které by informovaly o
stresem vyvolané rozdilné expresi 11B-HSD1 mRNA mezi dorzédlnim a ventralnim
hippokampem. VSechny prace, které se tomuto tématu vénuji, hippokampus na dorzalni a
ventralni ¢ast nerozdéluji. Pokud tedy budeme chtit porovnat naSe vysledky s vysledky jinych
laboratofi, musime se zameéfit pouze na vliv stresu na zménu exprese 11B-HSD1
Vv hippokampu jako celku. Napiiklad Shoener et al. (2005) ve své praci uvadi, ze po aplikaci

stresové zatéze, kterou byl dvouhodinovy hypokineticky stres, doslo v hippokampu dospélych
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Sprague-Dawley potkant ke snizeni hladin 11B3-HSD1 mRNA se statistickou vyznamnosti p <
0,01. To se neslucuje s nasimi vysledky. Rozdilem mezi nasi praci a praci Shoenera je jednak
odlisny vybér kmene potkana a predevsim cas odbéru tkané, ktery provadéli v odpolednich
hodinach po 16:00, kdy u nocnich zivocCichli zaCinaji postupné narustat cirkadianni
fyziologické hladiny glukokortikoidi (Carter et al., 2009). Je mozné, ze vyssi hladiny
glukokortikoidl by i v naSem ptipadé vedly v CA1d ke snizeni exprese 113-HSD1 mRNA. U
F344 potkani v CAld oblasti totiz miZzeme i z naSich vysledk vidét malé snizeni hladin
11B-HSD1 mRNA po stresu. Je to ovSem jenom spekulace. Pokud by se mnozstvi 113-HSD1
ve tkdni po stresu opravdu snizilo, nedochdzelo by k zvySené aktivaci kortikosteroidnich
receptoridl a stresova reakce by byla utlumena. Tento mechanismus by pak mohl branit vlivu
stresové reakce na CAld oblast, ¢imz by ochranil ¢innost pfitomnych neurond a neuralnich

spoju, které jsou velmi dilezité pro kognitivni funkce.

Dal$im nasim zamérem bylo zjistit, jak se v CAld a CAlv oblasti hippokampu méni
po stresové zatézi hladiny kortikosteroidnich receptori. Z naSich vysledkll je patrné, ze se
koncentrace MR mRNA vlivem stresu neméni ani v CAld, ani v CAlv oblasti. Ke stejnym
vysledkiim dosli i Gomez et al. (1996) ¢i Shoener et al. (2005). Goémez et al. (1996) ovSem s
tim rozdilem, ze jejich stresova zatéz byla chronickd. Presto se hladiny MR mRNA 1 po
dlouhodobém stresovani v celé CA1 hippokampalni oblasti péti testovanych kmenti potkant
snizily pouze o 11 — 13%. Dlivodem témét nulového vlivu stresu na expresi MR Vv celém
hippokampu je tloha téchto receptort. Ta spociva v nastaveni citlivosti organismu ke stresu
(de Kloet et al., 2000). Pokud by se jeho hladiny ménily s kazdym atakem, organismus by
nemél Zadné meéfitko, jak poznat velikost stresové zatéze. Protoze MR maji vyssi afinitu
ke glukokortikoidim (oproti GR asi 10x vyssi), reaguji na zvySené hladiny kortikosteronu
jako prvni. Jestlize se koncentrace glukokortikoidl i nadéle zvySuji, dochazi k postupnému
zapojeni 1 GR, které jsou daleko siln€jSimi aktivatory, poptipad¢ inhibitory genové exprese.

Burika tak reaguje daleko silnéjsi a dlouhodobéjsi odpovédi.

Dale nase vysledky ukazuji signifikantni vliv stresu na expresi GR mRNA v CAld
oblasti. U vSech tii kmena stresova reakce v této oblasti zpisobila snizeni hladiny exprese GR
mRNA. Stejn¢ tak uvadeji Shoener et al. (2005), ze po stresové zatézi doslo v hippokampu
Sprague-Dawley potkanti ke snizeni exprese GR mRNA, a to s vyznamnosti p < 0,001.
Gomez et al. (1996) chronickou stresovou zatézi dosahli snizeni hladiny exprese GR mRNA v
hipokampu 0 50 - 60 %. Divod tohoto poklesu mize byt spojeny s procesem LTP. Podle

nejnovejSich studii aktivace GR v dorzalnim hippokampu vede ke snizeni vodivosti
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vapenatych ionti, coZ ma za nasledek snizeni LTP a naopak zvySeni LTD, ktera snizuje
schopnost zapamatovani si novych informaci (Maggio & Segal, 2007b; Maggio & Segal,
2010). Je mozné, Ze se organismus tomuto nechténému procesu snazi zabranit. V podstaté se
timto zptisobem ochrani dorzélni hippokampus pfed poruchami kognitivnich funkci a naopak
se nasméruje vliv stresové reakce do ventralniho hippokampu, kde ke zménam v expresi GR
mRNA podle naSich vysledki nedochazi. Tam je aktivita téchto receptorti naopak velmi
dulezita pro ovlivnéni ¢innosti HPA osy. Porovnanim vysledkt exprese GR mRNA v CAld a
CAlv oblasti u kontrolnich nestresovanych jedincti vSech tii kmenti je vidét, ze dorzalni CAl
oblast exprimuje piiblizn€ 2x vyssi koncentrace mRNA tohoto receptoru. Stejné tak informuje
Maggio & Segal (2011) ve své praci, kde navic uvadi, Ze naopak CAlv oblast obsahuje vyssi
hladiny MR. S tim, ovSem, nase vysledky pfili§ nekoresponduji. Pii porovnavani hladin
mRNA kortikosteroidnich receptorii jsme zjistili, Ze nejvyssi hladiny GR 1 MR maji za
normalnich podminek potkani kmene Wistar, a to v CAld oblasti. Tyto vysoké hladiny
nebudou pravdépodobné ovlivnény vrozenou aktivitou jejich HPA osy, ale jejich koncentrace

bude zaviset na jinych genetickych vlastnostech.

Kromé¢ hladiny kortikosteroidnich receptorti jsme zjistovali 1 hladiny CRH receptorii —
CRH-R1 a CRH-R2. Zajimalo nas, jaky vliv budou mit stresem zvySené hladiny CRH na
kortexem ovliviiuje. Navic ligandem pro tyto receptory nemusi byt pouze CRH, ale i proteiny
oznaCované¢ jako urokortiny. Takze jsme stanovovali i1 hladiny urokortinu, specialné
urokortinu-2 (UCN-2), ktery se vaze na CRH-R2 receptor (Reyes et al., 2001). Oba dva
hormony — CRH i UCN-2 jsou exprimovany v hypothalamu a ovliviiuji ¢innost hypofyzy
(Laryea et al., 2012; Chen et al., 2003). U LEW potkanli jsme po stresové reakci nenasli
zadné zmény v celé CA1 hippokampalni oblasti. To také tvrdi vétSina dalSich studii, podle
kterych nema stres na hladinu exprese CRH-R1 zadny vliv. Naptiklad Kjaer et al. (2011)
aplikaci stresové zatéze u Sprague-Dawley potkantli nezjistili Zddnou zménu exprese CRH-R1
MRNA v celém hippokampu. Podobné Pournajali-Nazarloo et al. (2009), kteti studovali vliv
stresu na hippokampalni expresi fady genti v€etné CRH-R1 u samic prérijniho hraboSe. Ani
vlivem akutni stresové zatéze, ani po 4 tydnech chronického stresovani neobjevili v
hippokampu Z4dné zmény v hladindich CRH-R1 mRNA. OvSem existuji 1 studie, které
uvadéji, ze se v hippokampu exprese CRH-R1 po stresové aplikaci snizila. Tyto prace na
rozdil od ptfedchazejicich aplikovali stresovy stimul v kratké dobé po narozeni. Naptiklad

Amath et al. (2012) podavali v raném postnatalnim obdobi mysi davky lipopolysacharidii,
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které v hippokampu zpusobily snizeni exprese CRH-R1. Nejedna se sice o typickou stresovou
zatéz, spiSe zdsah do imunitniho systému, ale i pro HPA osu je to jistd vyzva. O sniZeni
exprese CRH-R1 mRNA vV hippokampu informuji i Diamantopoulou et al. (2013), ktefi
sledovali vliv stresové zatéze (zamezeni piistupu K matce) u potkanich mlad’at. Z téchto udaji
se tedy zda, ze se hladiny CRH-R1 v hippokampu dosp€lého jednice neméni zadnym
stresovym podnétem a zmény lze navodit pouze aplikaci stresové zatéze u mlad’at v ¢asném
vyvojovém obdobi. OvSem nase vysledky ukéazaly zménu exprese CRH-R1 mRNA i u
dospélych potkani. A to u potkanti kmene WIS v CAld oblasti a u potkanii kmene F344 v
CALlv oblasti. U obou dvou kment se hladiny CRH-R1 mRNA po stresu vyznamné snizily.
Vysvétleni této zmény by mohlo souviset s ochrannou reakci pritomnych hippokapalnich
neuronti. ZvySend aktivace CRH receptort totiz ovliviiuje aktivitu pfitomnych
neurotransmiter a meéni tak prenos informace mezi hippokampem a ostatnimi ¢astmi mozku.
Mimo jiné jsme zjistili, ze u F344 potkani najdeme ve ventralni oblasti hippokampu pfiblizné
dvojnésobné vyssi hladiny CRH-R1 mRNA nez v CAld oblasti. To miize souviset s jejich
hyperaktivni HPA osou, kdy nadprodukci CRH odpovidaji i vyssi koncentrace receptoru
pravé v oblasti, ktera je spojena se stresovou drahou (na rozdil od CA1d oblasti). Tyto tidaje
mohou navic dokladat, pro¢ jsou F344 potkani vice nachylni k psychickym poruchém.
Ventralni oblast hippokampu je spojena s dalS§imi ¢astmi limbického systému, které ovliviiuji
nase pocity a emoce, takze zvySena aktivace CRH-R1 mtze zodpovidat za zmény v chovani,
projevy uzkosti a deprese. NaSe vysledky dale ukazuji, ze u vétSiny jedincl nemé stres
vyznamny vliv na expresi CRH-R2 mRNA v CAld i v CAlv oblasti. Vyjimkou je pouze
CA1d oblast u WIS potkani, kde stres hladiny CRH-R2 mRNA navysil. Podle Kjaer et al.
(2011) nema stresova zatéz u Sprague-Dawley potkant na expresi hipokampalnich hladin
CRH-R2 zadny vliv. Pournajali-Nazarloo et al. (2009) akutnim stresovym zasahem zmény
Vv hladindich CRH-R2 mRNA také nezaznamenali, ale po 4 tydnech stresovani dosdhli u
prérijnich hrabosi zvySené exprese tohoto receptoru. Kdyz porovname hladiny CRH-R1 a
CRH-R2 v CAlv oblasti vSech tfi kmenti potkanti, zjistime, Ze je zde daleko vyssi zastoupeni
CRH-R2 mRNA. To je pomérné zajimavé, protoze se v literatufe uvadi, Ze v hippokampu
potkanti a mysi sice najdeme oba dva typy receptord, ovSem s prevahou CRH-R1 (Laryea et
al., 2012; Sheng et al., 2008). Vyssi hladiny CRH-R2 v hippokampu maji mit pouze opice
(Sanchez et al., 1999) a lidi (Hiroi et al., 2001). Hladiny UCN-2 mRNA se po stresové zatézi
nezmeénily ani v CAld ani CAlv oblasti vSech testovanych kment. Je ale zajimavé pozorovat
odli$nou tendenci exprese UCN-2 mRNA po stresové zatézi mezi F344 a LEW potkany. U
stresovanych F344 potkanti dochdzi v CAld oblasti ke snizovani UCN-2 mRNA (p = 0,1),
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zatimco u LEW potkant se zvySuji (p = 0,08). Divodem bude nejpravdépodobnéji jejich
odli$na aktivita HPA osy. U WIS potkanti totiz neni zddnd zména v expresi UCN-2 mMRNA
témeért patrnd. NasSe vysledky, ale nesouhlasi s vysledky Chen et al. (2003). Podle této prace se
V hippokampu mysi a ¢lovéka nachazeji tzv. UCN-2/GR-pozitivni bunééné linie, které po

vystaveni zvySenym hladindm glukokortikoidti zvySuji expresi UCN-2 mRNA.

Vliv CRH v hippokampu nemusi byt ovlivnén pouze poétem jeho receptori, popiipadé
mnozstvim urokortinu, ale zaroven se jeho hladiny mohou ménit ¢innosti PAC1-R receptoru
(Ghatei et al., 1993). PAC1-R je aktivovan ligandem PACAP a v bufice muZze vyvolat
zvySenou expresi nékterych gend, véetné gent kodujicich CRH a tak zvySovat jeho hladiny
Vv buiice. Z naSich vysledkl vyplyva, Ze se hladiny receptoru 1 hladiny ligandu PACAP vlivem
stresové zatéze neméni ani v CAld ani v CAlv oblasti hippokampu vsech tfi kmenti. U LEW
potkanti jsme zaznamenali nizkou expresi PAC1-R mRNA, a to v obou oblastech
hippokampu. Tyto nizké hladiny receptoru by mohly podporovat snizenou aktivitu jejich HPA
osy. PVN hypothalamu LEW potkant produkuje nizké hladiny CRH (Chikada et al., 2000),
pokud maji i nizkou hladinu PACI1-R, ktery produkci CRH zvysuje, pak jsou hladiny CRH u
LEW potkani udrzovany na nizké hladiné i timto zpisobem. HPA osa nema byt jak
aktivovédna a udrzuje si tak svou hypoaktivni ¢innost. Pro takovéto zavéry by ale bylo nutné
zméfit hladiny PAC1-R zejména v hypothalamu. Nase vysledky také ukazuji, ze celkové
mnozstvi ligandu PACAP je velmi nizké v CAlv oblasti, v porovnani s hladinami PACAP
mRNA v CAld minimalné 4x niZ8i, a to u vSech tfi kment. Je zajimavé, Ze v této oblasti
najdeme mnohem vys$§i hladiny receptoru PAC1-R neZ samotného ligandu PACAP (za

normalnich podminek i po stresu), kdezto v CA1d je to piesné naopak.
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8. Zavér

Podle ziskanych vysledki je mozné odpovédét na otazky kladené ve 4. kapitole

nasledujicim zpiisobem:

Otazka ¢. 1: Projevi se aplikace stresové zatéZe na lokalnim metabolismu

glukokortikoidii v CA1 hippokampalni struktuie?

Pokud se zamétfime pouze na kmeny Lewis a Wistar, tak jsme aplikaci tfidenni
stresové zatéze nedocilili zadné vyznamné zmeény v expresi 113-HSD1, a to v obou CA1l
hippokampalnich strukturach. Podobné v CA1 dorzalni oblasti hippokampu u Fisher potkani
neméla stresova zaté¢Z Zadny vyznamny vliv na expresi 11B-HSDI. Jedinou odli$nost jsme
zaznamenali u Fisher potkanti v CAl ventralni oblasti hippokampu, kde stresova reakce
vyznamné zvysila hladinu exprese 11B-HSD1 mMRNA, a stim tedy i snejvetsi

pravdépodobnosti metabolismus kortikosteronu.

Otazka ¢. 2: Bude mit aplikace stresové zatéZe vliv na expresi kortikosteroidnich

receptori v CA1l hippokampalni oblasti?

Aplikace tfidenni stresové zatéze vyvolala u vSech tfi kmenl potkanli velmi vyznamné
snizeni exprese glukokortikoidnich receptorii v CAl dorzalni oblasti hippokampu. Ve
ventralni oblasti nemé¢l stres na hladinu glukokortikoidnich receptord zadny vliv. Pii pohledu
na hladiny mineralokortikoidnich receptorti v obou CA1 hippokampalnich strukturdch neni

efekt stresu zadny.

Otazka €. 3: Ovlivni stresova zatéZ v CA1l oblasti hippokampu expresi receptoru

spojenych s kortikotropin-uvoliiujicim hormonem?

Podle naSich vysledkli nelze na danou otazku odpovédet jednoznacéné. U Lewis
potkani nem¢éla stresovd zaté¢z zadny vliv na zménu exprese obou typid CRH receptort
(CRH-R1 a CRH-R2). Zmény jsme nezaznamenali u tohoto kmene ani v CA1 dorzalni, ani
v CAL1 ventralni oblasti hippokampu. OvSem U Wistar potkanii doSlo v dorzalni CA1 oblasti
hippokampu po tcinku stresu ke snizeni exprese CRH-R1 mRNA molekul. U Fisher potkant
vyvolal stres snizeni exprese CRH-R1 mRNA naopak ve ventralni CA1 oblasti hippokampu.

Zadné dalsi zmény u obou kmeni stresova zatéz nevyvolala.
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Otazka €. 4: Nalezneme v reakci na stresovy stimul mezikmenové rozdily, resp.

vliv genetického pozadi?

Mezi kmeny jsme nalezli tadu rozdili v hladindch jednotlivych transkripti u
kontrolnich jedinct. V reakci na stresovy stimul jsme mezikmenové rozdily zaznamenali
pouze Vv nekterych piipadech. Napiiklad jsme zjistili odlisny efekt stresové zatéze na expresi
11B-HSD1 ve ventralni CA1 oblasti hippokampu, kdy u Fisher potkanti vyvolal stres na rozdil
od Lewis a Wistar potkanti zvySeni hladin mRNA molekul tohoto enzymu. Mezikmenové
rozdily na stresovy podnét najdeme i v ramci hladin CRH-R1 mRNA. V CA1 dorzalni oblasti
hippokampu snizil stres u Wistar potkantl, jako u jediného kmene, expresi CRH-R1 mRNA.
Naopak ve ventralni CAl oblasti doSlo ke snizeni exprese CRH-R1 Vv reakci na stresovy
stimul pouze u potkanti kmene Fisher. Zadné jiné mezikmenové rozdily nase vysledky

neprokazaly.
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