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Abstrakt

Neprtiznivé udalosti vyvolavajici stres béhem rané faze zivota mohou zménit normalni
vyvoj mozku a neuroendokrinniho systému a zvySit zranitelnost jedince vaci riznym
porucham. Chronicky stres a nasledné vyplaveni mediatori mtze vést k oxidativnimu stresu a
poskozeni bunék. Prvnim zamérem této prace bylo stanoveni vybranych markerti oxidativniho
stresu v mozkové klfe, hipokampu a mozecku po vystaveni potkanti casnému chronickému
stresu. Pro modelovani stresové situace jsme pouzivali tfihodinovou maternalni separaci
mlad’at béhem prvnich tfi tydnd zivota. Vybrané markery byly koncentrace redukovaného
glutathionu, proteinovych karbonylii, lipidovych peroxidi a hydroperoxidi. Markery jsme
stanovili v mozcich potkanti starych 22 dnti. Pomoci pouzitych metod se nam nepodafilo zjistit
zadné signifikantni zmény v hladinach sledovanych markerti po materndlni separaci.

Poskozeni mozkovych bunék se muize projevit i v chovani. Vyzkumy cetnych
neuropsychiatrickych a neurodegenerativnich onemocnéni nastinily, Ze oxidativni stres je
slibnym kandidatem pro vyvolani zmén na bunééné Urovni. Druhym tématem prace bylo
sledovani chovani potkanti pomoci testu light/dark box po maternalni separaci a zaroven po
aplikaci N-acetylcysteinu (NAC), latky se zndmymi antioxida¢nimi ucinky. Ze ziskanych
vysledk testl z 22. postnatalniho dne nebylo mozZné jednoznacné urcit, jaky vliv ma separace
a NAC na uzkostné chovani mladych potkanii. U 90 dennich potkani pfedchozi ¢asna separace
vyvolala tzkostné chovani, coz bylo ¢astecné snizeno, pokud jako mlad’ata dostdvala NAC.

Ziskana data naznacuji, Ze v mozku dospivajicich potkanti pouzivany model stresovani
nevyvolava zmény ve sledovanych markerech oxidativniho stresu. Negativni vliv maternalni
separace se vSak projevil ve zvySeni izkostného chovani dospélych potkani. V nasich pokusech

aplikace NAC vedla k sniZzeni uzkosti.

Klicova slova: Mozek, potkan, oxidativni stres, maternalni separace, N-acetylcystein, tizkost



Abstract

Adverse events that cause stress during the early stages of life may alter the normal
development of the brain and neuroendocrine system and increase the vulnerability of the
individual to various disorders. Chronic stress and subsequent releasing of stress mediators can
lead to oxidative stress and cell damage. The first aim of this work was to determine selected
oxidative stress markers in the cerebral cortex, hippocampus, and cerebellum after the exposure
of rats to early life stress. To model the stressful situation, we used maternal separation of the
offspring for three hours a day during the first three weeks of life. We choose reduced
glutathione, protein carbonyls, lipid peroxides and hydroperoxides as typical markers. These
markers were determined in the brains of rats aged 22 days. Any significant changes were found
in the levels of the studied markers after maternal separation.

Damage to brain cells may also be reflected in behavior. Studies of numerous
neuropsychiatric and neurodegenerative diseases have indicated that oxidative stress is a
promising candidate for inducing changes at the cellular level. The second aim of this work was
to monitor the behavior of rats by the light/dark box test after maternal separation along with
administration of N-acetylcysteine (NAC), a drug with known antioxidant effects. The results
obtained at 22nd postnatal day did not allow us to clearly determine the effect of separation and
NAC on anxiety-like behaviors of young rats. In 90-day old rats, their previous early separation
caused anxiety behavior, which was partially reduced in cases where NAC was injected during
infancy.

The data obtained suggest that the stress model used in this study does not induce
changes in the observed oxidative stress markers in the adolescent rat brain. However, the
negative impact of maternal separation manifested by increased anxiety behavior of adult rats.

In our experiments, NAC adminstration apparently reduced anxiety.

Key words: Brain, rat, oxidative stress, maternal separation, N-acetylcysteine, anxiety
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Seznam zkratek

11B-HSD2 11B-hydroxysteroid dehydrogenaza typu 2
ABN kojeni s vyklenutymi zady (arched back nursing)
ACTH adrenokortikotropni hormon

AVP arginin vazopressin

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CAT kataladza

CBG globulin vézajici kortikosteroid

CORT kortizol

CREB protein vazajici cAMP-responzivni element
CRH kortikotropin uvoliujici hormon

CRHR CRH receptor

DNPH 2,4-dinitrofenylhydrazin

DTNB 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoova kyselina)
GAS obecny adaptacni syndrom

GC glukokortikoid

GPCR receptor sprazeny s G proteiny

GPx glutathionperoxidaza

GR glukokortikoidni receptor

GSH redukovany glutathion

GSSG oxidovany glutathion

HPA osa osa hypothalamus-hypofyza-nadledvina
HPDS hydrogenfosforec¢nan disodny pufr

IsoPs isoprostan



LG olizovani a pecovani o mlad’ata (licking an grooming)

MDA malondialdehyd

mPFC medialni prefrontalni kira

MR mineralokortikoidni receptor
NAC N-acetylcystein

NOX nikotinamid-adenin-dinukleotid oxidéza
oT oxytocin

PBS fosfatovy pufr

PKA proteinkinaza A

PNS postnuklearni supernatant
POMC proopiomelanokortin

PVN paraventrikularni jadro

ROS reaktivni formy kysliku

SAM sympato-adrenomeduldrni systém
SCN suprachiasmatické jadro

SHRP stresova hyporesponzivni perioda
SOD superoxiddismutaza

TBA thiobarbituratova kyselina

TCA trichloroctova kyselina

Trx thioredoxin

Trxr thioredoxin reduktaza

XO xantin oxidaza

UCN urocortin



1. Uvod

Stresova reakce je piirozend odpovéd zivocichli na nepfijemné az zivot ohrozujici
stimuly. Aktivuje nervovy a hormondlni systém, zmény v chovani, které vedou k adaptaci
jedince na naruSené prostfedi. Mimo jiné nastartuje autonomni nervovy systém a osu
hypotalamus-hypofyza-nadledvina (HPA osa). Nasledn¢ vyplavené katecholaminy a
glukokortikoidy (GC) mobilizuji organizmus, aby mohl ¢elit neCekanym podnétiim. V kratkém
casovém useku jsou tyto déje nevyhnutné a zddouci pro udrzeni homeostazy, jejich chronicka
a nadmérna aktivace vSak muze vést k patofyziologickym zménam. Stres vyvolava zvySeni
metabolizmu a pienos elektront dychacim fetézcem, coz vede k nadmérné produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS). Jejich pfilisné tvorba nebo nedostate¢né odstranéni vede k oxidativnimu
stresu. Porucha redoxniho stavu navodi fetézovou reakci, kterd vyustuje v poskozeni
bunéénych proteini, lipidi a nukleovych kyselin. Poskozené biomolekuly nebo zmény
v obranyschopnosti bun€k mohou slouzit jako markery oxidativniho stresu.

Mozek je klicovy organ pro kontrolu odpovédi na stresové reakce a sdm je cilem
vyplavenych stresovych medidtorii. Zaroven je zvlasté citlivy na G¢inky ROS kvili vysoké
potieb¢ kysliku a zna¢né dostupnosti lipida citlivych na peroxidaci. Jelikoz vyvoj mozku neni
dokoncen in utero, ale pokracuje po narozeni, Casné postnatalni zkuSenosti maji velky dopad
na rozvoj organizmu. Stres v tomto citlivém obdobi miZe mit trvalé G¢inky na chovéani, a ¢asto
vyvolava zmény na trovni nervového systému, jednotlivych neuronii nebo i DNA.

Maternalni separace potkant je zndma metoda pro vyvolani stresu v ¢asné fazi zivota.
Pomoci né&j se da modelovat psychosocidlni stres. Stale se zvysujici pocet vyzkumi naznacuje,
ze zm&ny v mozku vyvolané oxidativnim stresem po raném stresu jsou klicovym jevem ve
vyvoji neuropsychiatrickych a neurodegenerativnich onemocnéni. Vyzkum zameéfeny na
analyzu markerti oxidativniho stresu mize ptispét k podrobn€jSimu odhaleni etiopatogeneze

nékterych onemocnéni.



2. Literarni prehled

2.1. Stres

Slovo stres ma ptivod v oblasti fyziky. Podle Hookova zakona ze 17. stoleti je deformace
pruzného predmétu tmérna plisobeni napéti — stresu. V biomedicing se stal obecné pouzivanym
pojmem zéasluhou Hanse Selyeho. VSiml si, Ze u potkanl vystavenych riiznym nebezpecnym
Cinitelim se objevily typické patologické zmény, jako zmenSeni lymfatickych orgénd,
gastrointestinalni viedy a zvétSeni nadledvin. Tyto zmény byly pozorovatelné nezavisle na
povaze poskozujicich podnétil. Jelikoz se mu zdalo, ze zminéné malformace predstavovaly
vysledek vSeobecného Usili organizmu ptizpusobit se novym podminkam, popsal reakei jako
obecny adaptacni syndrom (GAS). Selye rozlisSoval u GAS tfi faze. V prvni fazi (poplachova
reakce) se organizmus ocitne v kritické situaci, a béhem druhého stadia se stane odolnym viici
poskozujicimu agensu (adaptacni faze). Pokud ale nepfijemny stav ptisobi dale i po adaptaci,
nastane tfeti faze, kdy zvifata postupné ztraceji odolnost vii¢i nému a umiraji (faze vy€erpani)
(Selye, 1936). Tuto tfifazovou nespecifickou reakci pozdéji oznacoval jako stresovy syndrom,
a jeho pficinu jako stresor. Za hlavni neuroendokrinni odpovéd’ organizmu povaZoval zvySeni
produkce adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), ktery vyvolava produkci GC v kiie
nadledvin (Selye, 1951). Pozdé&ji se ukdzalo, ze i kdyZ konecné ptiznaky stresovych odpovédi
mohou byt stejné, rizné stresory vyvolavaji odliSné neurochemické a neuroendokrinni
odpovédi (Pacak et al., 1998). Lisi se také mozkové oblasti a cesty v centralni nervoveé soustave
ucastnici se odpovedi (Pacak & Palkovits, 2001).

Chrousos a Gold upravili myslenku nespecifické odpovédi. Podle nich mohou byt
adaptacni odpovédi vici stresorim specifické, nebo nespecifické. Nespecifickd odpovéd’ se
objevuje, pokud rozsah ohrozeni homeostazy piekroc¢i urcitou prahovou hodnotu (Chrousos,
1992).

Sterling a Eyer, ktefi se snaZili definovat fyziologické zaklady pro nékteré typické vzorce
nemocnosti a umrtnosti, navrhovali novy mechanizmus proti homeostaze. Podle jejich teorie
musi organizmus pro udrZeni stability ménit vSechny parametry vnitiniho prostiedi a
ptizptsobit je pozadavkiim Zivotniho prostifedi. Tuto zadsadu adaptace — shrnuto jako stabilita
prostfednictvim zmén - nazvali allostaze (Sterling & Eyer, 1988). Termin byl pozd¢ji zaveden

do oblasti vyzkumu stresu. T€lo ma systémy, které reaguji na jeho aktudlni stav, na vnégjsi
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prostiedi, na averzni a nebezpecné stimuly. Mezi tyto systémy podporujicimi pfizptisobeni téla
fadime HPA osu, autonomni nervovy systém, metabolické systémy a imunitni systém. Zatimco
v ptipad¢ homeostazy jsou fyziologické parametry udrzovany v Gzkém rozmezi, aktivita
allostatickych systému se pohybuje na Siroké skale v zavislosti na denni dob¢ a v reakci na
vnéjsi a vnitini pozadavky. Tyto systémy funguji nejuzite¢néji, kdyz je Ize rychle mobilizovat
a poté jejich ¢innost znovu tlumit, pokud jiz nejsou potiebné. V ptipadé, ze jsou allostatické
systémy pfepracovany, nejsou utlumeny po ukonceni stresové udalosti, anebo neodpovidaji
adekvatn¢ na pocatecni vyzvu, dochazi k allostatickému zatizeni. Vysledkem je zatizeni i
dalSich systémd, aby se vytvofila nova rovnovaha. Je to cena za ptizplisobeni systému. Protoze
jiz pouha anticipace nadchazejici udalosti miize tidit uvolnovani mediatora (napt. ACTH,
kortizol, adrenalin), je pravdépodobné, Ze stavy prodlouzené izkosti a anticipace mohou vést k
allostatickému zatizeni (McEwen, 1998). Dodnes neexistuje jednotnd formulace, ktera by
popsala stres. Podle obecné€ uznavana definice stresu je stav, kdy je homeostaza ohrozen4, nebo
je vnimana jako ohrozena. Dynamicka rovnovaha je neustdle napadand vnitinimi nebo
vngjSimi, skutecnymi nebo jenom predpokladanymi nepfiznivymi silami - stresory
(Charmandari et al., 2005). Koolhaas et al., (2011) déale navrhovali, aby byl termin stres omezen
na podminky, kdy poZadavky z prostiedi piekracuji pfirozenou regulacni kapacitu organizmu,
zejména pro situace, které zahrnuji nepfedvidatelnost a nekontrolovatelnost.

Stresory Ize obecné rozdé€lit do ¢tyt skupin:

1. fyzické stresory, které maji bud negativni, nebo v nékterych situacich pozitivni
psychologickou slozku;
2. psychologické stresory, které odrazeji naucené reakce na diive zaznamenané neptiznivé
podminky;
3. socialni stresory, které odraZeji naruSené interakce mezi jednotlivci;
4. stresory, které napadaji kardiovaskularni a metabolickou homeostazu
Mnohdy jsou vSak zkombinovany a ucinkuji spole¢né. Na zdklad¢ doby trvani mohou byt
stresory rozdéleny na akutni a chronicky (Pacak & Palkovits, 2001). Pokud uvazujeme o tom,
jak mozek reaguje na stresory, miizeme je rozdélit do dvou kategorii. Stresory, které cilené
vyvolaji vykyvy ve fyziologickych parametrech a narusi homeostdzu, jsou oznacené jako
fyzikalni ¢i systémové (napt. krvaceni, infekce). Do druhé skupiny se fadi podnéty, které
ohrozuji aktudlni nebo ocekavani stav jedince a jsou pojmenované jako psychologické,
emocionalni nebo procesni (Dayas et al., 2001). Na zaklad€ ptivodu Ize stresory charakterizovat

jako interoceptivni (nebo systémové, fyziologické ¢i homeostatické) a exteroceptivni (nebo
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neurogenni, psychologické ¢i emocionalni). Ty se lisi i v tom, jakymi neuronalnimi cestami

kontroluji HPA osu (Ritter et al., 2003).

2.1.1. Stresovy systém

Obratlovci vyvinuli regulaéni systém, stresovy systém, aby se vyrovnali se stresovymi

podnéty. Sklada se ze sympato-adrenomedularniho systému (SAM) a z HPA osy.

2.1.1.1. Sympato-andrenomedularni systém

SAM vychézi z mozkového kmene, ktery ptijima vstupy signalizujici hlavni odchylky
v homeostaze, jako je ztrata krve, respiracni potize nebo zanét. Nasledné mize rychle aktivovat
HPA osu a autonomni nervovy systém pies piimé projekce k hypofyziotrofnim neurontim v
paraventrikularnim jadru hypothalamu resp. k pregangliovym autonomnym neuroniim v
intermediolateralnim sloupci thorakolumbalniho segmentu michy. Pregangliové neurony vedou
k pre- nebo paravertebralnim gangliim, odkud vede inervace k cilovym organim a k
chromafinnim bunkam v dfeni nadledvin. Tato aktivace sympatiku je oznacovana jako reakce
,,b0j nebo utek” a obecné zvysuje cirkulujici hladinu adrenalinu (pfedevsim z dfen¢ nadledvin)
a noradrenalinu (pfedevsim ze sympatickych neuronti). Reflexni aktivace parasympatiku vede
k ubyvani drdzdéni sympatiku a proto ke kratkodobym reakcim vici stresu (Ulrich-Lai &
Herman, 2009). Pomérné nova teorie od Taylor et al. naznacuje, Ze u samic by bylo mozné
zavést termin ,,tend and befriend” (starat se a sptatelit). U nich totiz béhem stresu vyznamné
stoupd hladina oxytocinu (OT), coZ je povzbudi najit bezpecné socidlni vztahy a starat se o
mlad¢ (Taylor et al., 2000).

Zminéné katecholaminy ptfedstavuji prvni a nejrychlejsi vinu v reakei téla na stresové
situace. Jsou pfedem pfipraveny ve vaccich v chromafinnich bunkéch, proto po aktivaci
sympatiku jsou okamzité uvoliiovany do krevniho ob&hu. Mobilizuji energetické substraty,

zvySuji nebo snizuji prokrveni urcitych tkani, aby organizmus mohl okamZité elit stresoru.

2.1.1.2. HPA osa

Pro zajisténi dlouhodobych uc¢inki se stimuluje HPA osa. Vychodiskem jeji kontroly je
paraventrikularni jadro hypothalamu (PVN). Skupina parvocelularnich neuront PVN uvoliuje

do hypofyzialniho portadlniho obc¢hu infundibula dva kanonické peptidy: kortikotripin

12



uvoliujici hormon (CRH) a arginin vazopressin (AVP) (Sawchenko et al., 1984). Ladéni
aktivity parvocelularnich neuroni se déje pomoci piimych a neptfimych aferentl. VétSina
pfimych vstupii pfichadzi z mozkovych oblasti zpracovavajicich senzorické informace, které
reaguji na skute¢nou hrozbu pro homeostazu. Neptimé vstupy z limbickych struktur aktivuji ty
sam¢ buiiky a reguluji stresovou odpovéd za podminek, kdy hrozbu lze jenom piedpoveédét
podle vrozenych programi nebo podminénych podnétl. Pro vyvazenou reakci jsou tyto odlisné
drahy spojeny na rtznich trovnich zpracovani informace (Herman ef al., 2003).

CRH a AVP se krvi dostavaji do adenohypofyzy. CRH muze aktivovat dva receptory
sptazené s G proteiny (GPCR), CRH receptor (CRHR) typu 1 a 2 (Van Pett ef al., 2000). Dalsi
tii peptidy CRH rodiny, urocotriny UCN1, UCN2 a UCN3 se také vazi na CRHR. Jednotlivé
ligandy se 1i8i v afinité. CRH vykazuje vyssi afinitu k CRHR1, UCN2 a UCN3 k CRHR2.
UCNI ma stejnou afinitu pro oba receptory (Dedic et al., 2018). AVP v adenohypofyze reguluje
HPA osu navdzanim na V1b GPCR na kortikotrofnich buiikéch a indukei uvoliiovani ACTH
(Tanoue et al., 2004). Vedle navazani na svlij OT receptor, OT také muze aktivovat V1b
receptory a indukovat sekreci ACTH (Nakamura et al., 2008).

Na kortikotrofnich bunikdch adenohypofyzy je nejhojnéji dostupny typ CRHR je
CRHRI1. Vazba ligandu stimuluje Gsa podjednotky a ptes cyklicky adenosinmonofosfat —
proteinkindza A (cAMP — PAK) systému vede k uvoliiovani nasledujici dulezité molekuly
HPA osy, ACTH (Aguilera et al., 1983). Dal§i moZnosti jsou spousténi drahy vedouci k regulaci
transkripcnich faktord a tim k syntéze prohormonu proopiomelanokortinu (POMC). Jedna cesta
vede skrz cAMP — PKA ke vstupu Ca®" pies L-typu Ca** kanalu do buiiky a aktivaci CaMKIL
Druha je na CaMKII nezavisla MAPK draha (Kovalovsky et al., 2002). ACTH je jednim z
Stépnych produkti POMC. Po transportu do sekre€nich vacki je k dispozici pro rychlé uvolnéni
(Cawley et al., 2016).

Tteti podstatna skupina bunék HPA osy je steroidogenni populace klry nadledvin,
primarné ve vrstvé zona fasciculata. Po uvolnéni ACTH do krevniho ob&hu se tady vaze na
GPCR melanokortinovy receptor typu 2 a indukuje syntézu GC z prekurzoru cholesterolu, u
lidi priméarné kortizol, u hlodavct kortikosteron (CORT) (Obrazek 1). Dilezitym uzlovym
bodem v signalizaci je PKA. Fosforyluje hormon senzitivni lipazu, kterd mobilizuje cholesterol.
Aktivuje také StAR protein, coZ transportuje cholesterol na misto dal$itho enzymatického
zpracovani. Vedle toho PKA fosforyluje protein vazajici cAMP-responzivni element (CREB),
ktery aktivuje steroidogenni geny, mimo jiné gen pro StAR (Spiga & Lightman, 2015).
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B CrRH Glukokortikoidy (plazma)

ACTH | Glukokortikoidy (mozek)
Uvolnén z Uvolnén z Uvolnén z kiry
PNB adenohypofyzy nadledvin

Hladina hormont

Stres

Obr. 1 Po aktivaci parvocelularni neuroendokrinni buiiky v PVN uvolni CRH. CRH stimuluje
uvoliovani ACTH z piedni ¢asti hypofyzy, které pisobi na kife nadledvin, aby zvysily
uvoliovani glukokortikoidd. Glukokortikoidy ptsobi periferné a pomalu prochazeji
hematoencefalickou bariérou. CRH - kortikotropin uvolilujici hormon; ACTH -
adrenokortikotropni hormon; PNB — parvocelularni neuroendokrinni butiky (upraveno podle

(Bains et al., 2015).

Protoze GC jsou lipofilni latky, po syntéze nejsou uklddany do vacku, ale postupné
uvolnovany do krve. Volny hormon je biologicky aktivni, jeho biologicka dostupnost a
vyluCovani je vSak sniZena vazbou na globulinvazajici kortikosteroid (CBG). Za zakladnich
podminek je CBG schopny vazat vice nez 90 % CORT, jeho vazebna kapacita se ale mtze
snizit po stresu (Fleshner et al., 1995).

Utinky glukokortikoidt v cilovych tkanich jsou zprostiedkovany glukokortikoidnimi
(GR) a mineralokortikoidnimi (MR) receptory, které funguji jako ligandem aktivované
transkripéni faktory. GR vykazuji niz$i afinitu ke glukoortikoidim nez MR, proto jsou
piechodné aktivovany béhem obdobi zvySeného uvolitovani GC, jako napi. béhem stresu nebo
na vrcholu cirkadianniho a ultradidnniho rytmu. Po navdzani GC se GR a MR piesunou z
cytoplazmy do jadra, kde navazanim na svoje regulacni oblasti, nebo interakci s ostatnimi
transkripénimi faktory reguluji ptepis genti (Juszczak & Stankiewicz, 2018).

Pokud organizmus neni ve stresu, bazalni hladina GC je ftizend cirkadiannim a
ultradiannim rytmem. Cirkadidnni kolisani sekrece a u¢inkt glukokortikoidl je regulovano na

vice urovnich. Hlavnim oscilatorem denniho cyklu je suprachiasmatické jadro (SCN)
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hypothalamu. Jeho excitacni a inhibi¢ni vstupy k PVN zajist'uji cirkadianni rytmus HPA osy
(Kalsbeek et al., 1996). Kromé toho SCN reguluje nadledviny i na HPA osy nezéavislou cestou
pres sympaticky nervovy systém (Ishida et al., 2005). Nadledviny také maji vlastni periferni
cirkadianni hodiny. Heterodimerni transkripéni faktor CLOCK:BMALI1 reguluje gen proteinu
StAR a tim celou steroidogenezi (Son et al., 2008). Prokazala se 1 jeho schopnost regulovat
ucinky GC acetylaci GR. Tato posttranslaéni modifikace tlumi jejich transkripéni aktivitu
zabranénim asociaci s elementem odpovidajici na GC (Nader et al., 2009).

Kolisani hladiny GC neni kontinualni ani v ramci cirkadianniho rytmu, ale 1ze pozorovat
vykyvy v disledku ultradianniho rytmu v sekreci, s frekvenci piiblizné€ jeden pulz za hodinu.
Tato pulzujici hladina pozorovand v cirkulujici krvi je udrzovana i pfes hematoencefalickou
bariéru a objevi se i v mozkové tkani (Qian et al., 2012; Droste et al., 2008). V pokusech po
rozruSeni spojeni mezi SCN od HPA osy se prokéazala nezavislost ultradidnniho rytmu na SCN
(Waite et al., 2012). Ultradianni stimulace GC zpiisobuje cyklickou GR-zprostfedkovanou
regulaci transkripci (Stavreva et al., 2009; McMaster et al., 2011).

2.1.1.3. Zpétna vazba glukokortikoidi

Kratkodobé je uvoliovani GC nezbytné pro mobilizaci pfiméfeného mnozstvi
energetickych substrati a potlaceni procesii nepodstatnych pro pieziti organismu, a to i v
situacich bez stresu. Nicméné chronicka aktivace HPA osy muze byt pfimo Skodliva a omezeni
prodlouZeného zptisobeni katabolickych u¢inkt GC je nevyhnutné. U¢inné ukondeni stresové
reakce je proto stejné dulezité jako jeji rychly nastup. GC zpétné inhibuji HPA osu pifimym
nebo nepfimym zplisobem, coz vede k poklesu jejich sekrece (Obrazek 2). Inhibice se mize
uskute¢nit pomalu, pfes regulaci genti nebo rychlym, negenomickym zptisobem.

V PVN po navazani na jejich postsynapticky membranovy GPCR, stimuluji GC
uvoliiovani endokanabinoidi, které retrogradné tlumi glutamétovou transmisi. JelikoZ v ramci
PVN se to déje i na CRH neuronech, dochézi k utlumeni uvoliiovani CRH, a tim inhibici HPA
osy (Di et al., 2003; Evanson et al., 2010). Pomalé inhibice v hypotalamickych CRH neuronech
je zprosttedkovana pies fizeni fosforylace proteinu CRTC2, ktery usnadiuje navazani
transkripéniho faktoru pCREB na CRH promotor. Po vystaveni stresu se zvysi fosforylace
CRTC2, nasledkem ¢ehozZ se nemiliZze pfemistit z cytoplazmy do jadra a usnadnit pfepis gent

(Jeanneteau et al., 2012).
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Obr.2 HPA osa a zpétna vazba glukokortikoidu.
ACTH - adrenokortikotropni hormon; AVP -
arginine vazopressin, CRH — kortikotropin
uvonujici hormon; MR — mineralokortikoidni
receptor; GR — glukokortikoidni receptor (upraveno
podle Lupien et al., 2009).

Na urovni adenohypofyzy GC
moduluji  excitabilitu  kortikotrofnich
bun¢k a tim sekreci ACTH (Duncan et
al., 2016). Zde jako piiklad genové
regulace muiZeme zminit GR
zprostfedkované  snizeni  proteinu
NeuroD1, ktery by se jinak vézal na
Pomc promotor a zvysil expresi Pomc
genu (Parvin et al., 2017).

GC inhibuji i steroidogenezu v
nadledvinach, kde GR spolu s
transkripim faktorem SF-1  aktivuje
syntézu transkripiho faktoru DAX-I.
Zvysend hladina proteinu DAX-1 vede
ke snizeni exprese transportéru StAR
(Gummow et al., 2006).

GC reguluji HPA osu i1 pies
mozkové struktury, které nemaji primé
spojeni s  parvocelularnimi  PVN
buiikami. ZvIlasté dilezité jsou v tomto
ohledu limbické struktury. Obecné se da
fici, Ze zatimco hipokampus a medialni
prefrontalni kiira (mPFC) jsou potiebné
pro inhibici HPA osy, amygdala jeji
odpovéd’ stimuluje. Regulace HPA osy

limbickymi strukturami se zda byt zprostfedkovéana synapsemi na neuronech v bed nucleus stria

terminalis, v hypothalamickych jadrech a v jadrech mozkového kmene, které ptimo inervuji

PVN (Myers et al., 2012). Vedle obecného schématu miizeme vidét regiondlni rozdily v

jednotlivych strukturach. V mPFC napftiklad dorzélni ¢ast inhibuje HPA osu, zatimco ventralni

posiluje jeji aktivitu (Radley et al., 2006).

Regulace SAM 1 HPA osy se sbiha na Grovni hypothalamu, ktery integruje autonomni

a endokrinni funkce s chovanim. Vysledky nedavnych pokusti naznacuji, ze v PVN ma zacatek

i dalsi osa aktivovand béhem stresu. Jeji CRH neurony uvoliiuji glutamat, coz

intrahypothalamicky aktivuje ependymové buiikky. Ependymové buiiky ndsledné uvoliiuji
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ciliarni neurotroficky faktor do komorového systému a tento rustovy faktor se dostane
cerebrospinalni tekutinou do oblasti locus coeruleus. Tam aktivuje tyrozinhydroxylazu v NA
buiikach. Jako posledni krok zprostfedkovavaji NA neurony signal do mPFC. Tato dradha mtze

prispivat k bd¢losti na delsi dobu po setkani se stresorem (Alpar ef al., 2018).

2.2. Casny stres

Vystaveni stresu béhem kritickych obdobi v prubéhu vyvoje organismu mize mit vazné

dlouhodobé¢ disledky. Jelikoz GC ovlivituji genovou expresi a metabolizmus, vyvijejici se
mozek je tfeba obzvlaste chranit proti jejich nadmérnému vystaveni. Existuji tfi vyvojova okna,
behem nichZ mohou stresory vyvoldvat odliSné a celozivotni zmény: prenatalni obdobi, béhem
n¢hoz mohou stresové mediatory v matce dosdhnout na plod pies placentu; neonatalni obdobi,
kdy jsou zvlasté dulezité interakce mezi rodic¢i a mlad’aty; a juvenilni obdobi, v némz mozek
stale prochazi zdsadnimi vyvojovymi zménami (Sandi & Haller, 2015). Uginky stresord v asné
fazi Zivota jsou nej¢astéji modelovany na hlodavcich. Obrazek 3 schematicky porovnava hlavni

stadia vyvoje hlodavci a lidi.

A. Hlodavec (nap¥. potkan, my$)

Prenatalni obdobi / Biezost Novorozenecké Piedpubertalni Dospivani Dospélost
&) obdobi (0d - 21d) obdobi (21d - 30d) (30d - 60d) (60d -)
| e | I
1 o i s s
Porod Odstaveni Puberta
B. Clovék
Prenatailni obdobi / Kojenec / Batole / Détstvi Dospivani Dospélost
Té&hotenstvi (40 t) (1r - 10r) (10r - 18r) (18r-)
e e |
| M ——— —
Porod Puberta

Obr. 3 Casova osa vyvoje hlodavci a lidi s pFibliznymi vékovymi rozsahy a terminy pro

oznaceni jednotlivych fazi vyvoje (upraveno podle Eiland & Romeo, 2013).

Stres matky béhem biezosti a nasledné zvySeni GC mize vyznamné ovlivnit vyvoj
plodu véetné mozku a HPA osy. PoSkozeni potomkill se projevuje mimo jiné prodlouZenou
dobou sekrece kortikosteronu po vyvolani stresu oproti kontrolam a sniZeni GR v hipokampu
(Barbazanges et al., 1996). Prenatalné je fetdlni expozice matetskym CORT minimalizovana

placentarni 11B-hydroxysteroid dehydrogendzou typu 2 (11B-HSD2), ktera béhem celé doby



gestace rychle metabolizuje CORT na inaktivni 11-dehydrokortikosteron. Navic ke konci
brezosti, kdy hladina matetskych cirkulujicich GC stoupa4, se jeji aktivita zvySuje (Shams et al.,
1998). Inaktivace enzymu béhem biezosti vedla u mlad’at ke zvysSené hladiné¢ CRH v PVN,
z ¢ehoz vyplyvala i1 vyssi bazélni hladina CORT. V PVN bylo patrné i snizeni hladiny GR
mRNA, coz také mize byt dlivodem sniZzené negativni zpétné vazby a hyperaktivity HPA osy.
Naopak v amygdale byla GR mRNA syntéza zvySend. Dale mladata vykazovala uzkost
v neptiznivych situacich a nizsi porodni vahu, coz vytrvalo az do dospélosti (Welberg et al.,
2000). Dlouhodoby stres matky ale vede ke snizeni syntézy 11B-HSD2, a tim oslabuje

ochrannou bariéru plodu (Mairesse et al., 2007).

Obranu v ¢asném novorozeneckém obdobi predstavuje snizena schopnost HPA osy
reagovat na stres. Béhem poslednich dnli gestace a bezprostiedné po porodu bazalni hladina
CORT u potkanii klesa, ale stale je vysokd. Nicméné béhem prvnich dvou postnatalnich dnti
koncentrace CORT dramaticky kleséd a ztistava na nizké hladin€ pfiblizné do 14. dne. Navic
koncentrace CRH v hypofyze a hypotalamu je béhem prvnich dvou postnatalnich tydnd také
nizkd. DalSim charakteristickym znakem tohoto obdobi je, Ze stimuly, které by u dospé€lych
potkanti vyvolaly zvySeni CORT, toho u mlad’at nejsou schopny. Tato perioda, kterd u potkanti
trva od 4. do 14. dne Zivota, se oznaCuje jako stresovd hyporesponsivni perioda (stress
hyporesponsive period, SHRP) (Levine, 1994; Sapolsky & Meaney, 1986). Tato obdobi slouzi
k ochran¢ vyvijejiciho se mozku pted potencidlné Skodlivymi G¢inky zvySené hladiny GC a

dalsich latek spojenych se stresovou odpovédi.

Podle Casto pouzivané klasifikace doba dospivani u potkanti spada do obdobi mezi 21.
a 60. dnem Zzivota, coz déle lze rozd¢lit na asnou (21. — 34. den), stiedni (34. — 46. den) a
pozdni (46. —59. den) fazi. Potkani jsou obvykle odstaveni ve v€ku 21 dnti. I dospivajici potkani
maji odliSnosti v aktivit¢ HPA osy v porovnani s dospélymi. V ¢asném dospivani po akutnim
stresu maji zpozdeény vzestup a prodlouzené uvolnovani CORT. Prodlouzené uvoliiovani je
zpiisobeno neliplnym dozravanim negativnich zpétnovazebnych systémi. Opakovany stres
v obdobi dospivani mize vést k vétsi glukokortikoidové odpovédi nez podobné zkuSenosti
v dospélosti. Podle dohody se potkani povazuji za dosp€lé od 60. dne Zivota, kdy uz dosahli
fyzické a sexualni zralosti (McCormick & Mathews, 2007).
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2.2.1. Maternalni separace

Frekvence maternalni péce v rané postnatalnim obdobi u potkanti vyznamné ovliviiuje
vyvoj nervové soustavy a reaktivitu HPA osy. PéCe matky o mlad’ata slouzi k nastaveni
behavioralnich reakei na stres u potomki tim, ze reguluje vyvoj ¢asti nervového systému, které
zprostfedkovavaji strach. Typické matetfské chovani, které ptedstavuje péci o novorozena
mlad’ata, je olizovani a peCovani o mladata (licking and grooming, LG) a jejich kojeni

s vyklenutymi zady (arched back nursing, ABN).

Mladata, ktera béhem vychovavani dostala od matky bohaté impulsy v podobé LG a
ABN, vykazuji v dospélosti snizenou hladinu strachu a uzkosti ve srovnani s t€mi, ktera to
postradala (Caldji et al., 1998). Po nedostatecné péci lze vidét pretrvavajici zmény 1 v
kognitivnich funkcich a na morfologii neurond. U dospélych potkand, ktefi ran¢ postnatalné
nedostavali dostate¢ny LG, je délka dendritd a hustota dendritickych trnii pyramidalnich bun¢k
v hipokampu sniZené oproti potkaniim s vyssi irovni LG. Podobnou zménu mtizeme sledovat
1 v hladiné€ kortikosteroidnich receptorii. Je zajimavé, Ze po vystaveni vysoké koncentraci
kortikosteronti mély buiiky potkanii s nizsi trovni LG vyssi hladinu dlouhodobé potenciace.
Podobné vykazovali lepsi, na hipokampu zavislé uceni za stresovych podminek (Champagne
et al., 2008). Mlad’ata, kterd Castéji zazivaji LG béhem prvnich deseti dnl zivota, v dospélosti
vykazuji niZsi hladinu CRF mRNA v hypothalamu, snizenou ACTH a CORT odpovéd’ na stres
a vy$si citlivost HPA osy na inhibi¢ni G¢inek glukokortikoidii (Liu, 1997). Také maji zvySenou
expresi podjednotek NMDA receptori a mRNA neurotrofického faktoru BDNF v hipokampu,

coz naznacuje zvySenou tvorbu synapsi (Liu et al., 2000).

Pokud jedinec Celi stresu, jsou kromé matky dtleziti 1 dalsi spole€nici, kteti také mohou
tlumit zatizeni vystresovaného. Navic se ukazalo, ze stres se miize pfenést z jednoho zvifete na
druhé. Stresovani jedinci upozoriiuji naivni partnery na nebezpec¢i uvoliilovanim chemickych
signald a u predtim nestresovanych se také aktivuji glutamatergni synapse CRH neuronti v PVN

(Sterley et al., 2018).

VétSina zvifecich modelll ¢asného stresu manipuluje s interakei matky s mlad’aty, ¢imz
narusi bud’ mnozstvi nebo kvalitu péce v raném Zivoté. Jedna z nejCastéji pouzivanych
manipulaci pro modelovani stresu casného zivota je opakované oddé€leni hlodavéich mlad’at od
matky béhem prvnich dvou az tfi postnatalnich tydnt. Tyto modely jsou bézné oznaceny jako
maternalni separace. Nicmén¢ maternalni separace neni jeden definovany model, ale zahrnuje

celou fadu experimentalnich paradigmat (Tabulka 1) (Nylander & Roman, 2013).
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Tab.1 Shrnuti experimentalnich podminek, které¢ se bézné pouzivaji ve studiich maternalni

separace (upraveno dle Nylander & Roman, 2013).

Postup Anglicky vyraza | Podminky Interakce matka-mladé
priklady zkratek
Bez manipulace Non-handling Zadny kontakt s Matka a mlad’ata jsou

NH

experimentatorem, ve
vétSing€ pripadii zadné

¢isténi kleci

neustale spolu
Mléd’ata jsou vystavena
malému mnozstvi vnéjsich

podnétid z prostiedi

Standarni chovani

Animal facility

Obvyklé ustajeni a

Matka a mlad’ata jsou

zvitat rearing manipulace se zviraty
neustale spolu
AFR
Kratka manipulace, Brief handling, Separace pro méné
L ) ) nez 1 minutu azdo 5
¢asna manipulace early handling
min AV
Zvitata jsou vystavena
EH, MS0

Kratka maternalni

separace

Short maternal

separation

MS15

Separace po dobu 15

min

manipulaci a kratSimu

oddéleni

Maternalni separace

Maternal separation

MS180, MS360

Separace na delsi

dobu, obvykle >180

minut
Maternalni deprivace | Maternal Separace do 24 hodin
deprivation
MD

Narusi socialni interakce

mezi matkou a mlad’aty
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Raznéd délka oddéleni se pouzivd na simulaci rtizné situace v prostfedi. Naptiklad
opakované kratké oddéleni po dobu 15 minut (MS15) za den se pouzivaji k simulaci pfirodnich
podminek, kdy kojici matka pravideln¢ opousti hnizdo. To ndm simuluje pfiznivé prostiedi,
které pfindsi pozitivni behavioralni uc¢inky. Pokud je cilem simulovat nebezpecné prostiedi,
které nese negativni dasledky, vyuzivaji se delsi obdobi nepfitomnosti matky. Opakované
oddé€leni na delsi ¢asové obdobi, bézné 180-360 minut denn€, narusi ¢asné socialni interakce
mezi matkou a mlad’aty, coz je nezbytné pro normalni vyvoj neuronti a chovani. Jsou i dalsi
podminky, které se mohou liSit mezi studiemi. Mlad’ata mohou byt umisténa jednotlivé nebo
spolu ve vrzich, bud’ v matetské kleci nebo v oddélovaci kleci. I teplota prostfedi muze byt
razné regulovana. V riiznych protokolech se oddé€leni provadi denné nebo jenom pfilezitostné.
Navic ma volba kontrolni skupiny zdsadni vyznam pro hodnoceni vysledktit MS pokusu. Jako

kontroly l1ze pouzit NH, AFR, EH, MS0, MS15 skupiny (Nylander & Roman, 2013).

Maternalni separace ovlivni mlad’ata nejenom kvili nepfitomnosti matky béhem doby
separace, ale 1 v disledku pozménéného chovani matky po opétovném setkani s vchem. Béhem
doby, kterou matka travi oddélené od mlad’at, se narusi jeji schopnost poskytovat odpovidajici
matefskou péci (Huot, 2004). Na druhou stranu byly pozorovany i docasné kompenzaéni
ptiristky v péci po opétovném setkani s mlad’aty (Macri ef al., 2008). Vedle fyzického kontaktu
moduluje maternalni separace odpovéd’ HPA osy i s indukci zmén v metabolickych signélech.
Pokusy s potkany ukazaly, Ze v pribéhu separace vyvolava sniZeni hladiny glukézy spolu se

zvySenim koncentrace ghrelinu aktivaci HPA osy (Schmidt ez al., 2006).

2.2.2. Epigenetické dopady ¢asného stresu

I kdyZ ptisobeni steroidnich hormonl na bunééné procesy zahrnuje jak genomické tak
negenomické mechanismy, souhrnna ¢innost plisobicich mediatorti vede ke zménam genové
exprese prostiednictvim epigenetickych mechanismii zahrnujicich histonové modifikace,
metylaci cytosinovych bazi na DNA a regulaénich ucinkl nekddujicich RNA (McEwen ef al.,
2015). Uz koncem devadesatych let se ukazalo, Ze rozdily v expresi genil v oblastech mozku,
které reguluji reaktivitu HPA osy vici stresu a také zmény v chovani, mohou byt pfenaSeny z
jedné generace do druhé prostfednictvim chovani matky k mlad’atim, aniz by doslo ke zméné
genomu (Francis, 1999). U potkant je vysokd mira LG spojena s rychlejs$i negativni zpétnou
vazbou HPA osy v dusledku zvySené senzitivity GR (Liu, 1997). Zanedbani matetské péce
zpiisobuje na epigenetické trovni v hipokampu stabilni zmény v metylaci na useku GR
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promotoru a expresi GR (Weaver et al., 2004). Navzdory stabilité¢ epigenomickych znacek
ziskanych v rané fazi zivota prostfednictvim behaviordlniho programovani maternalni péce,
jsou tyto znacky v dospélém mozku reverzibilni (Weaver, 2005).

Pokusy s potkany ukazaly, ze stres matky béhem biezosti mize vést k epigenetickym
zménam jak u matky, tak u mlad’at. Zucchi a kol. pozorovali zmény v charakteristickém
ptedporodnim chovéani matek, pokud je vystavili stresovym podminkdm béhem biezosti. Tyto
zmény byly doprovazeny zménami hladiny miRNA ve frontalnim kife. Prenatalni stres také
ovlivnil transkriptom v mozku potomki. I u nich bylo mozné zaznamenat zménu v hladinach
miRNA. Mezi cili pro tyto miRNA se v obou pfipadech nasly geny, jejichZ pozménéna exprese
souvisi s neuropatologiemi jako schizofrenie nebo bipolarni afektivni porucha a které jsou také
dilezité ve vyvoji mozku a diferenciaci neuront (Zucchi et al., 2013). V dtsledku opakovaného
vystaveni matky stresu miizeme také pozorovat zvySeni hladiny mRNA pro DNA
metyltransferdzy DNMT3a a zvySeni metylace promotoru genu 113-HSD2 v placenté. To vede
ke snizeni 11B-HSD2 mRNA (Jensen Peiia et al., 2012).

ZvysSena reakce potomkil na stres po nepiiznivych udalostech béhem ¢asného zivota miize
souviset s epigenetickymi zménami gent spojenych s HPA osou. Takové zmény jsou
hypometylace regula¢ni oblasti genu Avp v PVN s doprovazejici trvalou zvySenou syntézou
AVP (Murgatroyd et al., 2009) nebo promotorové oblasti Pomc genu v hypofyze, kterd vede
ke zvySeni syntézy POMC mRNA (Wu et al., 2014). V obou ptipadech mé zésadni roli protein
Mecp2. Spatné zachézeni s mlad’aty také vyvola zvyseni metylace BDNF DNA, coZ vytrva az
do dospélosti a je spojeno se snizenou BDNF expresi v dospélém PFC (Roth ef al., 2009).

Ackoliv epigenetické zmény nezméni genom, nové poznatky naznacuji, ze Casné zZivotni
zkuSenosti, jako je naptiklad pozménéna kvalita materndlni péce, mohou vést ke zméné

struktury genomu pomoci L1 retrotranspozontll (Bedrosian ef al., 2018).

2.3. Oxidativni stres

Volné radikaly kysliku a jiné reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species, ROS)
jsou pritomné ve vSech aerobnich organizmech a hraji spoustu uzitecnych roli. Nékteré z nich
vSak mohou zplisobit poSkozeni biomolekul, o nichz se pfedpoklada, Ze ptispivaji k vyvoji a
progresi nékterych onemocnéni. Na oxidativni poSkozeni se ¢asto pouziva termin oxidativni
stres. Ten byl ptivodné jednoduse definovan jako nerovnovaha mezi ROS a antioxida¢nimi

obrannymi mechanismy, ale tato definice byla nékolikrat upravena. V nedavné verzi je popsan
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jako nerovnovaha mezi oxidanty a antioxidanty ve prospéch oxidantli, coz vede k naruSeni

redoxni signalizace a kontroly a/nebo k poskozeni molekul (Gutteridge & Halliwell, 2018).

2.3.1. Reaktivni formy kysliku

ROS je spole¢ny termin pro molekuly odvozené od O, které jsou reaktivnéjsi nez samotny
Os. Termin zahrnuje nejen kyslikové radikély, ale také neradikalové derivaty O.. Proto v§echny
kyslikové radikaly jsou ROS, ale ne vSechny ROS jsou radikaly kysliku (Halliwell &
Gutteridge, 2015). Volné radikaly jsou obvykle kratkodob¢ existujici molekuly s jednim nebo
vice neparovymi elektrony. Podle této definice je 1 Oz se svymi dvéma neparovymi elektrony
volnym radikélem (Taverne ef al., 2018) . Pfitomnost neparovych elektronti ¢ini volné radikaly

vysoce reaktivnimi. Tabulka 2 pfedstavuje n¢které ROS, radikélové i neradikalové.

Tab. 2 Reaktivni formy kysliku s pouzivanymi vzorci (upraveno dle Sies et al., 2017).

Volné radikaly Neradikalové molekuly
Superoxidovy anion (O27") Peroxid vodiku (H202)
Hydroxylovy radikal (OH") Organicky hydroperoxid (ROOH)
Peroxylovy radikal (ROO) Singletovy kyslik (02'A)
Alkoxylovy radikal (RO") Ozon (03)

Mezi hlavni ROS podilejici se na oxidativnim stresu patii superoxidovy radikal (O>7),
peroxid vodiku (H202) a hydroxylovy radikal (OH"). Jakmile vznikne O, mlze zptsobit
oxida¢ni poskozeni pfimo, nebo miZze interagovat s jinymi molekulami za Gcelem vytvofeni
"sekundarnich" radikali enzymatickymi nebo kovem katalyzovanymi reakcemi (Ma et al.,
2017).

02" je tvofen monovalentni redukci molekuldrniho kysliku. Tento proces je
zprostiedkovan enzymy, jako jsou nikotinamid-adenin-dinukleotid oxidazy (NOX) a xantin
oxidazy (XO), nebo neenzymaticky slou¢eninami mitochondridlniho transportniho fetézce. K

produkci O2 " dochézi vétSinou v mitochondriich buiiky. Béhem pienosu energie na dychacim
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fetézci unikd malé mnozstvi elektront na kyslik piredc¢asné. Oz je produkovan u komplexu I i
II. O2™" od komplexu I je vyluéné uvolnén do matrixu, kdezto komplex III uvolni Oz do
cytoplazmy 1 do matrixu pfiblizn€ v poméru 1:1 (Muller et al., 2004). NOX enzymy jsou
transmembranové proteiny. Generuji O> " pfenosem elektronu z NADPH v cytosolu ke kysliku
v luminalnim nebo extracelularnim prostoru (Bedard & Krause, 2007). Fagocytujici formy
NOX v aktivovanych neutrofilech a makrofazich produkuji velké mnozstvi Oy, ¢imz dochdzi
k respiratnimu vzplanuti. V nefagocytujicich bunkéch, jako jsou kardiomyocyty nebo
endotelové bunky, mohou radikdly generované NOX regulovat intracelularni signalizaci
(Valko et al., 2007). Oxidativni stres vyvolany podskupinou NOX2 se podili na ztraté
parvalbumin-pozitivnich interneuronii a vyvoje zmén v chovani po socialni izolaci u potkant.
To ndm poskytuje potencidlni molekularni spojeni mezi socidlnim stresem a oxidativnim

stresem (Schiavone et al., 2009).

Dismutaci O; " vznikd H20;. Ten kromé¢ mitochondrii nebo cytosolu vznika i
v peroxisomech, které maji metabolicky ukol, jako napft. beta-oxidaci velmi dlouhych mastnych
kyselin a vétvicich se mastnych kyselin. Dva z nejvyznamnéjsich zdroji H2O2 v peroxizomech
jsou XO a acyl-CoA oxidéaza. Diky své relativni stabilité, dlouhé dob¢ existence a mobilite a
také vysoké difiizni délce je H>O2 soucasné ucinna signalni molekula i potencialné toxicka latka
(Walker et al., 2018). Jeho signalizaéni funkce se miiZze projevit napiiklad po aktivaci buiiky
rustovymi faktory. Ty spusti produkci H>O», ktery nasledné inaktivuje tumor supressor PTEN

a proteinovou tyrosinfosfatazu (Kwon et al., 2004).

Ackoli je H>O»> stabilni, jeho interakce s pfechodnymi kovy (a/ Fentonova reakce)

a/nebo se Oz " (b/ Haber-Weiss reakce) zplsobuje vznik hydroxylového radikalu (OH").
a/ Fe*" + Hy02 — Fe’* + OH'+ OH"
b/ 02" + H202 — O+ OH + OH"

OH’ je neutralni forma hydroxidového iontu. Ma vysokou reaktivitu, coz z né ¢ini velmi
nebezpeény radikal s velmi kratkym polo¢asem in vivo, piiblizng 10 s. Kdyz se tedy produkuje

in vivo, reaguje blizko svého mista vzniku (Valko et al., 2007).
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2.3.2. Antioxida¢ni obrana
2.3.2.1. Antioxidac¢ni enzymy
Superoxiddismutaza

Superoxiddismutaza (SOD) piedstavuje prvni linii obrany proti oxidativnimu stresu. Katalyzuje
tvorbu H2O2 a Oz z O2". VSichni ¢lenové rodiny SOD vyzaduji kovové ionty jako kofaktory
pro katalyzu jednoelektronové oxidace a néaslednou jednoelektronovou redukci dvou radikélu

0., ¢imz prispivaji k jeho dismutaci:
enzym-Cu®" + O, — enzym-Cu” + O
enzym-Cu’ + O, + 2H" — enzym-Cu®" + H,0;
Souhrnna rovnice: Oz "+ 02" + 2H"— H202+ O

U savcl byly popsény tfi enzymy rodiny SOD, které se lisi lokalizaci. Dva z nich
obsahuji méd’ a zinek: ZuCnSOD (SOD1) najdeme uvniti cytosolu, mitochondrialniho
intermembranového prostoru a v jadie, zatimco EcSOD (SOD3) je prevladajici antioxidaéni
enzym sekretovany do extracelularniho prostoru. MnSOD (SOD2) obsahujici mangan je
lokalizovéana v mitochondrialni matrix (Griess et al., 2017). Neptitomnost MnSOD rychle vede
k poSkozeni mitochondridlni funkce u nékolika organt. Homozygotni mutantni mysi
postradajici MnSOD zemiou bé&hem prvnich 10 dnG Zzivota v disledku dilatacni
kardiomyopatie, akumulace lipida v jatrech a kosternim svalu a metabolické acidézy (Li et a.,
1995). Dokonce i heterozygotni mysi vykazuji zvySené mitochondrialni oxida¢ni poSkozeni a
apoptézu ve staii (Kokoszka et al., 2001). Naproti tomu se CuZnSOD nezdd byt zivotné
dalezita ve vyvoji, ale kviili jejimu nedostatku se zvysi oxidativni poskozeni ve svalech, coz
souvisi se zménou redoxniho stavu neurond, a tudiz s degeneraci nervosvalového spojeni
(Sakellariou et al., 2014). Mysi model Alzheimerovy choroby bez Sodl genu vykazuje
zvySenou hladinu oligomerizace AP, kognitivni poruchy a neuralni dysfunkce (Murakami et

al., 2011).

Katalaza

Lidskéd katalaza (CAT) je peroxisomdlni enzym obsahujici hemovou prostetickou
skupinu. Tvofi tetramer slozeny ze Ctyfech podjednotek, z nichz kazda mtze byt rozdélena do

ctyfech domén. CAT, podobné jako SOD katalyzuje dismutacni reakci, kdy jedna molekula
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H>0, je redukovana na H>O a druha oxidovana na O,. Katalyticky mechanismus je
dvoustupiiova reakce. V prvnim kroku hem-Fe*" redukuje molekulu H>O» na H>O a generuje
slouceninu I (oxoferyl). Po svém vytvofeni sloucenina I rychle reaguje s druhou molekulou
H>0; za vzniku H>O a O> ve dvouelektronovém redoxnim procesu, ¢ili je redukovana do

vychoziho stavu (Putnam, 2000; Glorieux & Calderon, 2017):

enzym-Fe(IIl) + HoO, — slou¢enina I + H.O
sloucenina I + H> O, — enzym-Fe(Ill) + H.O> + H2O
Souhrnna rovnice: 2H>O02 — 2H,0 + Oz

Mysi s naruSenymi geny pro CAT se vyvijeji bez jakychkoliv vedlejsich G¢inki, coZ naznacuje,
ze CAT neni nezbytnd za podminek bez stresu. Tkané s nedostate¢nou funkci CAT vykazuji
pfiméfenou kapacitu pro odstranovani H>O;, pravdépodobné diky jinym bunéénym
enzymatickym a neenzymatickym antioxidaénim systémim (Ho er al., 2004). CAT v
erytrocytech pomahd v obrané proti H2O., ktery vznikd dismutaci O pfi autooxidaci
hemoglobinu. Vzhledem k tomu, Ze H202 snadno prostupuje membranou, mohou erytrocyty
chranit jiné tkané¢ proti extracelularnimu H>O> jeho vychytdvanim a ni¢enim (Winterbourn &
Stern, 1987). U lidi se vyskytuje akataldzie (Takaharova nemoc), zdédény témét Uplny
nedostatek CAT aktivity. Cervené krvinky jsou nejvice postizené, &asto s mensi nez
procentovou aktivitou enzymu. Jiné tkan€ vSak mohou vykazovat rizné hladiny enzymového
deficitu a mohou byt dokonce normalni i v ptipadé mutaci, které zptisobuji nestabilni CAT. U
pacientll s nedostatecnou CAT jsou ovlivnény a mohou byt poskozeny bunky mékké tkané
(Gstni dutina, hrtan, neurony, pankreatické beta buiiky, melanocyty) s nizkou kapacitou pro
odstranéni peroxidu vodiku. Tento toxicky Uc¢inek se vyskytuje vice s postupujicim vékem a
muze vést k diivéjsimu projevu poruch (nddory, schizofrenie, Parkinsonova choroba, diabetes,
arteriosklerdza a vitiligo), které jsou charakteristické ptfedevsim pro starsi vék (Goth & Nagy,
2013). Katalaza ma jeden z nejvysSich obratll mezi vSemi enzymy: jedna molekula kataldzy
muze konvertovat pfiblizn€ 6 milioni molekul peroxidu vodiku na vodu a kyslik za minutu

(Valko et al., 2006).
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2.3.2.2. Antioxidacni systémy

Proteiny v extracelularnim prostiedi nebo na povrchu bunék jsou bohaté na stabilizacni
disulfidy, coz odrazi oxida¢ni podminky. Naproti tomu ve vnitini ¢asti bunky proteiny obsahuji
mnoho volnych sulthydrylovych skupin a disulfidy jsou vzacné (Arnér & Holmgren, 2000).
Glutathionové a thioredoxinové systémy jsou disulfidové reduktdzové systémy majici zasadni

antioxida¢ni schopnosti.

Glutathionovy systém

Glutathion je tripeptid y-glutamylcysteinylglycin. Existuji dvé formy glutathionu -
oxidovana forma (glutathion disulfid nebo GSSG) a redukovana forma (GSH). Je vétSinou
syntetizovan v cytosolu bunék a transportovan do mitochondrie, endoplazmatického retikula a
Jjédra, kde tvoii nezavislou zasobu (Motris ef al., 2014). Glutathion je vysoce bohaty v cytosolu
(1-11 mM), jadte (3-15 mM) a mitochondrii (5-11 mM). Hlavni ochranné funkce glutathionu

proti oxidativnimu stresu jsou nasledujici:

- je kofaktorem né€kolika detoxikacnich enzym proti oxidativnimu stresu

- Ucastni se transportu aminokyselin pies plazmatickou membranu

- pfimo vychytava hydroxylovy radikal a singletovy kyslik, detoxikuje peroxid vodiku a
lipidové peroxidy katalytickym u¢inkem glutathionperoxidazy (GPx)

vvvvvv

formy (Valko et al., 2007).

Antioxidac¢ni funkce GSH jsou provadény pievazné katalyzovanymi reakcemi GPx, které
redukuji H>O: a peroxid lipidi, pficemz GSH je oxidovan na GSSG. GSSG je zase redukovan
zpét na GSH pomoci GSSG reduktazy na ukor NADPH (Obrazek 4.). Vzhledem k tomu, Ze
pomér GSH/GSSG z velké ¢asti urCuje intracelularni redoxni potencidl, je tfeba zabranit
vyznamnému posunu v redoxni rovnovaze, kdyZ oxidativni stres pfekond schopnost buiky
redukovat GSSG na GSH. GSSG miize byt aktivné transportovan ven z buiiky, nebo mize
reagovat se sulthydrylovou skupinou proteinii vedouci k tvorbé smiSeného disulfidu. GSH se
muze reverzibilné vazat na -SH proteinovych cysteinylovych zbytkli (Prot-SH) procesem
nazyvanym glutathionylace, ktery generuje glutathionylované proteiny (Prot-SSG), které
mohou aktivovat nebo inaktivovat protein. Jednd se o mechanismus ochrany citlivych
bilkovinnych thiold z nevratné¢ oxidace a mohou také slouzit k zabranéni ztrat¢ GSH za

oxidacnich podminek (Lu, 2013).

27



GSH

NADP*

GSH GSH
reduktaza peroxidaza
NADPH+H* \
GSSG

Obr. 4 Oxidacné-redukeéni cyklus glutathionu (upraveno podle Russell et al., 2008).
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2H,0

Fibroblasty pacientl se schizofrenii maji snizenou schopnost syntetizovat GSH, ktera mize mit
geneticky pivod (Gysin ef al., 2007). Podobné byl pozorovan deficit GSH v mozkomi$nim
moku a v PFC lidi trpicich timto onemocnénim, coZ podporuje hypotézu, Ze patofyziologie
schizofrenie zahrnuje naruseny antioxida¢ni obranny systém (Do et al., 2000). Snizeni hladiny
glutathionu také méni synaptické mechanismy. Dlouhodobé potenciace zavisla na NMDA
receptoru byla naruSena na fezech potkaniho mozku po vycerpani GSH. Tato hypofunkce
NMDA miiZe byt ¢astecné vysvétlena nadmérnou oxidaci redox-senzitivnich mist na NMDA

receptoru (Steullet ef al., 2006).

Molekula N-acetylcystein (NAC) miiZe ptsobit jako prekurzor pro syntézu glutathionu
a stimulovat cytosolické enzymy, které se podileji na regeneraci GSH. Mechanismy plisobeni
NAC se prekryvaji s patofyziologii Siroké Skaly neuropsychiatrickych poruch, véetné autismu,
zavislosti, deprese, schizofrenie, bipoldrni poruchy a Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby
(Berk et al., 2013). U pacientli se schizofrenii podavani NAC vedlo ke zlepSeni funkce
sluchového kortikélniho systému, coZ je pfi této diagndze typické poSkozeni (Lavoie ef al.,
2008). Dale NAC zmirnil stresem vyvolané zmény v chovani a také oxidativni poSkozeni v
mozku potkanii (Chakraborti ef al., 2007). Vedle toho ale n¢které studie ukazuji, ze NAC mtize
zpusobit hyperaktivitu HPA osy (Prevatto et al., 2017) a také zvySovat proliferaci nadorovych

bunek a rast naddort (Sayin ef al., 2014).

Thioredoxinovy systém

Tioredoxinovy systém je dalsi dileZity thiolovy antioxidant sestavajici z thioredoxinu
(Trx), thioredoxin reduktazy (TrxR) a NADPH. Trx je multifunk¢ni selenoprotein obsahujici
dva redox aktivni cysteiny a konzervované aktivni misto (Cys-Gly-Pro-Cys) (Trachootham et

al., 2008). TrxR je dimerni enzym obsahujici FAD, ktery katalyzuje NADPH-dependentni
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redukci aktivniho disulfidu v oxidovaném Trx (Trx-S;) za vzniku dithiolu v redukovaném Trx

[Trx- (SH)2] (Obrazek 5) (Zhao et al., 2002).

Substrat ox Produkt, .4

A

NADPH + H" — TrxR —>> NADP*

N

Trx-S, Trx-(SH),

Protein-(SH), Protein-S,

Obr. 5 Schematické znazornéni oxidoreduktazové aktivity thioredoxinového systému. TrxR —
thioredoxin reduktaza; Trx-Sz — oxidovany thioredoxin; Trx-(SH)> — redukovany thioredoxin

(upraveno podle Arnér & Holmgren, 2000).

Na dilezitost Trx systému ukazuje ptipad, kdy pacient s mutaci genu pro podtyp Trx-2 trpél
atrofii mozecku, epilepsii, dystonii, optickou atrofii a periferni neuropatii (Holzerova et al.,

2016).

2.3.3. Markery oxidativniho stresu

Ptimé kvantifikace ROS je cennym a slibnym biomarkerem, ktery mize odrézet proces
onemocnéni. AvSak vzhledem ke kratkému polocasu téchto molekul je jejich méfeni v
biologickych systémech slozitym ukolem. Pfistupy zahrnuji elektronovou spinovou rezonanci,
fluorescencni magnetickou rezonanci a hmotnostni spektrometrii. V poslednich letech bylo
vyvinuto také mnoho fluorescen¢nich sond, jako naptiklad dihydrochlorofluorescein diacetat
nebo hydroetidin. Kromé méfeni tvorby radikalii je jinym piistupem méfeni stabilnéjSich
markerd, které mohou odrazet systémovy nebo tkanoveé specificky oxidativni stres. Lipidy,
proteiny a pomér GSH/GSSG jsou piiklady indikatorti, které mohou byt pozménény
pritomnosti nadbytecnych ROS (Marrocco et al., 2017).

2.3.3.1. PosSkozeni lipidi

Volné radikaly mohou odebrat atom vodiku od polynenasycené mastné kyseliny za

vzniku lipidového radikélu (Le). Tento nestabilni primarni meziprodukt snadno reaguje s
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molekularnim kyslikem, coz vede k tvorb¢ lipidového peroxylového radikalu (LOOe). Ten je
také reaktivnim radikdlem a v lipidové dvojvrstvé je schopen odejmout atom vodiku od
prilehlého fetézce mastné kyseliny, ¢imz vznikd lipidovy hydroperoxid (LOOH). Lipidové
hydroperoxidy nebo peroxylové radikaly mohou podstoupit fragmentaci enzymatickymi nebo
neenzymatickymi mechanismy za vzniku oxidacnich produktt s kratkym fetézcem, vcéetné
raznych aldehydd, alkanii a alkenti, z nichz malondialdehyd (MDA) a 4-hydroxy-2-nonenal

jsou nejvice studovany (Sousa et al., 2017).

Dalsimi dilezitymi markery oxidace lipidl jsou isoprostany (IsoPs), molekuly podobné
prostaglandinim. Nevznikaji vSak cyklooxygenazovou drdhou, ale peroxidaci mastnych
kyselin ptisobenim volnych radikal (Morrow et al., 1990). Vzhledem k vysoké koncentraci
polynenasycenych mastnych kyselin v mozku ve srovnani s jinymi organy je peroxidace lipida
primarnim vysledkem poskozeni mozku indukovanym volnymi radikaly. Bylo prokézéno, ze
koncentrace podtypu isoprostani F2-IsoPs vzrista v fadé chronickych neurodegenerativnich
onemocnéni, véetné Alzheimerovy choroby, Huntingtonovy choroby, Parkinsonovy choroby a
amyotrofické lateralni sklerdzy (Milne ef al., 2015). Vysledky neddvného vyzkumu prokazaly,

ze zvysena hladina této latky v plazmé se projevuje 1 v ptipad¢ schizofrenie (Lee et al., 2016).

2.3.3.2. PosSkozeni proteini

ProtoZe jsou proteiny dominantnimi (nevodnymi) slozkami vétSiny biologickych
systému, pravdépodobné jsou hlavnim cilem oxidantl. Radikaly mohou byt podrobeny
odebrani atomu vodiku, pfenosu elektront, pfidavani, fragmentaci a preskupeni, dimerizaci,
disproporcionaci a substitucni reakci s aminokyselinami, peptidy a bilkovinami (Davies, 2016).
Zmény cilovych molekul mohou zahrnovat oxidaci postrannich fetézcli, zlom péatete,
zesitovani, zmény v hydrofobicité a konformaci, zménu citlivosti k proteolytickym enzymtm,
a tvorbu novych reaktivnich skupin (Headlam & Davies, 2004). Tvorba karbonylovych
sloucenin je nejobecnéjSim a Siroce uzivanym markerem oxidace proteind jak in vitro, tak in
vivo. Nemulze byt zvracena zddnym opravnym mechanismem a proteinové karbonyly jsou
obecné odstranény degradaci v proteasomu. Existuje vSak urcity limit kapacity bunék pro
zpracovani karbonylovanych proteint (Bachi et al., 2013). Jejich nahromadéni mtize vést ke
vzniku agregati. Zvysené hladiny karbonylovanych proteinovych agregatti jsou pozorovany u
pacientil s poruchami souvisejicimi s vékem, jako jsou Parkinsonova choroba, Alzheimerova

choroba a amyotroficka lateralni sklerdza. Pravé oxidativni poSkozeni a ndslednd agregace
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enzymu SOD1 muze piispet k neurodegeneraci spojené se zminénymi onemocnénimi (Choi et

al., 2005).

2.3.3.3. Zména poméru GSH/GSSG

V buitkach GSH existuje voln€ nebo vazany na bilkoviny. Vzhledem k tomu, Ze enzym
glutathionreduktaza je konstitutivn¢ aktivni a indukovatelny oxidativnim stresem, volny
glutathion existuje témét vyhradné ve své redukované forme€. Pomér GSH/GSSG uvnitf bun¢k
se Casto pouziva jako marker bunécéné toxicity (Zitka et al., 2012). Koncentrace glutathionu v
krvi mlze odrézet jeho stav v jinych méné dostupnych tkanich. Diky tomu bylo stanoveni jak
GSH tak GSSG v krvi povazovano za ukazatele stavu glutathionu v celém téle a indikatoru
rizika onemocnéni. Ukézalo se vSak, ze jeho méfeni je Casto ovlinéno oxidaci béhem zpracovani
vzorki, coz je tfeba brat v tivahu (Rossi et al., 2002). V mozku pacientil trpicich bipolarni
poruchou, depresi nebo schizofrenii byla analyzou post-mortem nalezena sniZzenoud
koncentracw jak GSH, tak GSSG. Navic u depresi a schizofrenii se objevilo i snizeni hladiny
GPx (Gawryluk et al, 2011). Krom¢é zmén zpisobenych oxidativnim stresem vykazuje
plazmaticky redoxni stav zjiStovany pomoci poméru GSH/GSSG u zdravych dospélych lidi

diurnalni zmény, coz je ovlivnéno piijmem jidla (Blanco et al., 2007).

2.3.4. Glukokortikoidy a oxidativni stres

Glukokortikoidy spoustéji fyziologické procesy, které nakonec zvySuji hladiny glukozy
a lipida v krevnim obéhu. Ackoli zvySeny metabolismus sdm generuje ROS (Yu et al., 2006),
glukokortikoidy maji pfimou 1 nepfimou modulaéni tlohu pfi vzniku oxidativniho stresu.

Na urovni mitochondrii je patrny dvoufdzovy ucinek glukokortikoidi. Podavéni
fyziologickych davek kortikalnim neurontim akutné zvySuje hodnotu rovnovazného potencialu
mitochondrialni membréany, pufrovaci schopnost mitochondrii pro Ca** a odolnost v{igi
apoptotické signalizaci. Chronickd expozice vysokym davkdm vSak snizuje potencial
mitochondridlni membrany a dochazi ke sniZzeni hladiny anti-apoptotického Bcl-2 proteinu,
¢imz se bunika stane citlivou na programovanou buné¢nou smrt. Tyto poznatky jsou v souladu
s teorii alostatické zatéze (Du et al., 2009). In vitro pokusy na hipokampalnich bunikéch také
ukazaly, ze neurony inkubované s GC jsou nachylnéjsi viici degradaci vyvolané oxidativnim

stresem (Behl et al, 1997). Dalsi pozorovatelnou zménou navozenou vlivem GC
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v mitochondriich je snizena aktivita komplexu I a enzymu SOD, a tato zména byla v bunécnych
kulturach také spojena s karbonylaci proteinit (Tang et al., 2013). Bazélni aktivita
antioxida¢nich enzymii Cu/ZnSOD byla snizena i na fezech kortexu, hipokampu a mozecku po
GC 1écbe. Zde se projevila 1 snizend schopnost GPx detoxifikovat vysoké hladiny peroxidu
(Mclntosh et al., 1998). Potlacena aktivita antioxidac¢nich enzymt byla dolozZena i v in vitro
pokusu s potkany, kde peroralni aplikace kortikosteronli zptisobila snizeni aktivity SOD, CAT
a glutathion reduktazy v mozku, jatrech a srdci. Patrny pokles byl nalezen i v koncentraci GSH
v plazmé (Zafir & Banu, 2009). Glukokortikoidy mohou také potlacit aktivitu transkripcniho
faktoru NFkB (De Bosscher ef al, 1997). Ukazala se vyznamné role NFkB v ochrané
nervovych bunék vici oxidativnimu stresu (Lezoualc’h ef al., 1998). Tento transkripéni faktor
ma protektivni ucinek proti AP a jeho inhibice vSak muze vést k degradaci neuront

(Kaltschmidt et al., 1999).
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3. Cile prace

1. Standardizovat metody pro monitorovani vybranych markerti oxidativniho stresu.
2. Stanovit markery oxidativniho stresu ve vybranych ¢astech potkaniho mozku po maternélni
separaci.

3. Sledovat vliv maternalni separace a aplikace N-acetylcysteinu na chovani potkanti.
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4. Material a metody

4.1. Pokusna zvirata

K pokustiim byli pouziti potkani kmene Long-Evans ziskani od dodavatele Velaz s.r.o.
K pfipusténi bylo pouzito Sest samic a dva samci. Byli ustdjeni po jednom v pruhledné nadobé
z plexiskla (28 cm x 43,5 cm x 23 c¢m). Potkani méli krmivo (ST-1) a pitnou vodu ad libitum.
Byli chovéni v klimatizované mistnosti, pti konstantni teploté (22 + 2 °C), vlhkosti vzduchu
(35-60%) a svételném rezimu 12 hodin svétla a 12 hodin tmy. Intenzita osvétleni se pohybovala
mezi 30 - 150 Ix, v zavislosti na umisténi chovnych boxli v mistnosti.

Po pripusténi byli samec a samice spolu v jednom boxu 14 dni. Narozena mlad’ata zGstala
s matkou a byla usmrcena PND22 nebo PND90 + 1, podle dalSich pokusii (kde PNDO byl den
narozeni). Skupina ponechand az do dospélosti ziistala s matkou do PND28 a nasledné byla
odstavena a rozdélena podle pohlavi do skupin po ¢tyfech v jednom boxu (33 cm x 53 cm x 19
cm). Usmrceni zvifat probihalo rychlou dekapitaci vzdy v dobé od 9:00 do 11:00 hodin. Po
usmrceni byl potkanim vyjmut mozek, ktery byl oplachnuty ledovym fosfatovym pufrem
(PBS) a na ledu okamzité rozd¢€len na kliru, hipokampu a mozecku. Tkan€ byly uskladnény do
mikrocentrifugacnich zkumavek, zmrazeny v tekutém dusiku a nasledné uloZzeny do mrazaku s
teplotou -80 °C az do doby pouziti. Matka byla opétovné piipusténa nejdiive 14 dni po

odstaveni vrhu.

4.1.1. Aplikace N-acetylcysteinu

Mlad’atim, na nichZ se testoval NAC, byla tato latka aplikovana intraperitonedlné,
kazdy den, 2-3 hodiny pted separaci od PND1 do PND21. NAC byl solubilizovan ve vod¢, pH
bylo upraveno na 7,0 pomoci NaOH. Injikovany objem byl 150 mg NAC na kilogram potkana

za den.

Na zaklad¢ stresovani se potkani délili na kontrolni a separované. Po aplikaci NAC se
skupiny dale délily na kontroly, kontroly + NAC, separované a separované + NAC. Dospéli
potkani byli dale rozdéleni podle pohlavi (Tabulka 3).
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Tab. 3 Skupiny potkanti zaclenény do pokusti.

Skupiny PND22

Kontrola Kontrola + NAC Separace Separace + NAC
Té&lesna hmotnost 59,9 £2 47+ 1,4 447+ 1,3 41,4+0,8
Skupiny Samci (PND90)

Kontrola Kontrola + NAC Separace Separace + NAC
T¢lesna hmotnost 4189+ 11 4434+ 8.4 4579+ 11,4 4554+ 17,5
Skupiny Samice (PND90)

Kontrola Kontrola + NAC Separace Separace + NAC
T¢lesnd hmotnost 280,4 +4,1 296,3+9,9 280,9 £ 6,8 267,6 £ 11,2

4.2. Behavioralni metody

4.2.1. Maternalni separace

Pokus maternalni separace byl provadén od PND1 do PND21. Vrhy byly ndhodné rozdéleny
na kontroly a na skupiny, které byly separovany. Mlad’ata byla odd¢€lena bez ohledu na jejich
pohlavi. Denni doba separace byla vybrana kazdy den nahodn€ v rdmci svétlé ¢asti rezimu.
Jedno oddé€leni trvalo 300 minut. Separanti byly odebirani z klece a umisténi do malych
plastovych krabicek (10,5 cm x 7 cm x 4 cm) kazdy zvIast, bez jidla, piti a podestylky. Matka
zUstala ve vlastni kleci. Mlad’ata v krabicce byla pfesunuta do jiné mistnosti. Plastové krabicky
byly poloZeny na vyhiivaci podlozku (36 °C). Po PNDI12 byla mlad’ata umisténa na dobu
separace do vétSich plastovych krabicek (12,5 cm x 8 cm x 14 cm) bez jidla, piti a podestylky.
Ani zahtivaci podlozka jim nebyla zapnutd. Kontrolni skupina zlstala nepfetrzité¢ s matkou,

bylo s nimi manipulovano pouze jednou tydné béhem vymeény podestylky.

4.2.2.Light/dark box test

Testovani chovani v light/dark boxu probihala PND22, resp. PND89 + 1. Aparatura
tvaru kostky méla dvé k sob¢ tésné priléhajici ¢asti z plexiskla. Svétla ¢ast (30 cm x 40 cm x
40 cm) méla prithledné ohraniceni, tmavy box (20 x 40 x 40 cm) m¢l ¢erné a neprihledné stény.
Dva prostory byly spojeny malym otvorem (10 cm x 10 cm) v Cerné sténé, ktera je oddélovala.
Zatizeni bylo shora nepokryté. Svétly kompartment byl osvétlen z obou stran stolnimi lampami.
Sila osvétleni (méfena Sonel LXP-10A luxmetrem) ve svétlé ¢asti byla priblizné 300 Ix (méfena

v centru), v tmavé Casti priblizné 5 Ix.
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Potkan byl 10 minut pfed pokusem umistén do mistnosti, kde probihala méfeni. Test byl
zahdjen umisténim potkana uprostied svétlé ¢asti komory s hlavou smérem od otvoru ke sténé
odd¢lujici oba kompartmenty. Testovani probihalo po dobu 300 sekund. Pokusné zvife mélo
moznost libovolné se pohybovat mezi kompartmenty po celou dobu pokusu. Laboratornim
casovacem byla méfena délka pobytu v jednotlivych prostorech a manualné zaznamenan pocet
prechodl z tmavé do svétlé Casti. Za prechod byla povazovana udalost, kdy potkan mél hlavu
v daném boxu. Mezi jednotlivymi méfenimi byla aparatura ociSténa etanolem. Kazdy pokus byl
proveden v dob¢ od 10:00 do 14:00 hodin, aby byla minimalizovana denni variabilita v chovani

a variabilita stresovych hormontii.

4.3. Homogenizace mozku
K biochemickym pokustim byly odebrané ¢asti mozku homogenizovany a pfipraven z nich

postnuklearni supernatant (PNS).

Material

PBS: 8,05 g NaCl; 0,2 g KCI; 2,9 g Na,HPO4 x 12 H>0; 0,2 g KH2PO4; doplnéno dH»0 do
1000 ml; pH upraveno na pH 7,4

Complete Protease Inhibitor Coctail (Roche)

Postup

Ve sklenéné kadince bylo ptipraveno 10% homogenatu pfidanim PBS ke tkanim (100
mg tkan€ / 0,9 ml PBS). Pufr obsahoval 0,02 % smési inhibitori prote4dz, aby nedoslo
k rozstépeni proteinil v pribéhu zpracovani vzorkl. Tkané byly skalpelem nafezany na mensi
kousky. Takto zpracované vzorky byly na ledu homogenizovany pomoci sklo-teflonového
homogenizatoru (IKA EUROSTAR power basic) pii 1200 rpm opakovanych posunem pistu
nahoru a dolu (10x, pfiblizné po dobu 2 minut). Homogenaty byly centrifugovany pii 800 g, 4
°C, po dobu 10 minut. Ziskané PNS byly rozpipetovany do mikrocentrifugacnych zkumavek a
zamrazeny v tekutém dusiku, pfipadné okamzité zpracovany. Zamrazené vzorky byly uloZeny

do mrazaku s teplotou -80 °C az do doby pouZiti.
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4.4. Biochemické metody

4.4.1. Stanoveni proteini

Koncentrace proteinti v PNS byla stanovena pomoci metody BCA (Bicinchoninic Acid Protein

Assay).

Material
Standardy BSA: 1 pg/ul a 0,1 pg/pl

Cinidlo A: 8 mg monohydratu uhli¢itanu sodného; 1,6 mg vinanu sodného; doplnéno

dH>O do 100 ml; pH upraveno pomoci 10 mM NaOH na pH 11,25
Cinidlo B: 4 mg bicinchoninové kyseliny (BCA); doplnéno dH>O do 100 ml
Cinidlo C: 0,4 mg pentahydrétu siranu med’natého; doplnéno dH,O do 10 ml

Reakéni smés: €inidla smichéna v pofadi C, B, AvpoméruC:B: A=1:25:26

Postup

Podle tabulky 4 byla pfipravena do jamek 96-ti jamkové desticky fedici fada standardu
BSA. Vzorky byly nafedény v destilované vodé v poméru 1:100 a naneseny vedle standarda
v triplikatech. Cerstvé piipravena reakéni smés byla piidéna k standardiim i vzorkiim po 100 pl
na jamku. Desticka byla pielepena f6lii a vzorky byly inkubovany po dobu 30 minut pfi teplote
60 °C. Po inkubaci, vychladnuti vzorkl a odstranéni folii byla absorbance v jamkéach zmétena
na spektrofotometru Synergy HT pii 562 nm. Vysledna koncentrace proteinti byla vypocitana

podle kalibra¢ni kiivky BSA v programu Gen 5.
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Tab. 4 Redici fada standardt pro sestaveni kalibra¢ni kiivky BCA metody.

Cislostandardu | BL | 1 | 2 [ 3 | 4 | 5|6 | 7] 89 10]11] 12
ug BSA 0 |02]05] 1 [15[25] 4] 6 ]10]15]201]30] 50
BSA (0.1 ul| - | 2| 5 |10|15]| 25|40 |60 |100]| - - - -
png/ul)
BSA (1

1] - - N - 11520 | 30| 50
ng/pl) !
H,O ul [100 ] 98 [ 9590 [ 85|75 [60 |40 | - |85 | 80 [ 70 | 50

BL — blank; BSA - hovézy sérovy albumin

4.4.2.TBARS

Material

0,67% thiobarbiturova kyselina (TBA): 67 mg thiobarbiturova kyselina; 1 ml dimetylsulfoxid;
9 ml dH,O

10% trichloroctova kyselina (TCA) (w/v): 10 g trichloroctova kyselina; doplnéno dH>O do
100 ml

500 uM 1,1,3,3-tetrametoxypropan (TMP): 4,167 ul tetrametoxypropan; 1 ml etanol; 49 ml
dH,O

PBS: 8,05 g NaCl; 0,2 g KCI; 2,9 g Na,HPO4 x 12 H20; 0,2 g KH2PO4; doplnéno dH>O do
1000 ml; pH upraveno na pH 7,4

Postup

V mikrocentrifuga¢ni zkumavce byl namichany 100 pl PNS, 200 pl 10% TCA a 300 pl
0,67% TBA. Stejnym postupem byla ptipravena kalibracni kiivka, kde PNS byl nahrazen
standardem tetrametoxypropan podle tabulky 5. Vzorky i standardy byly nésledn¢ inkubovany
v termobloku (Techne DB.2A) 30 minut pii 90 °C. Poté nésledovala kratkd 5 minutova
inkubace pfi 0 °C. Denaturované proteiny byly odstranény centrifugaci pti otackach 10,000 rpm
(Hettich Mikro 200R) po dobu 10 minut pii 4 °C. Ziskany supernatant byl nanesen na 96-ti
jamkovou desticku, 100 ul na jamku. Standardy byly pipetovany v duplikatech, vzorky
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v triplikatech. Absorbance v jamkach byla zméfena na spektrofluorometru Synergy HT
s excitaénim maximem 540 (£25) nm a emisnim maximem 590 (£35) nm. Mnozstvi lipidovych
peroxidii bylo ustanoveno podle kalibra¢ni kiivky TMP (Tabulka 5) v programu Gen5.
Koncentrace byly vztazené na pocatecni koncentrace proteinli ve vzorcich a vyjadieny v

jednotkéch nmol/mg.

Tab. 5 Redici fada standardii pro metodu TBARS.

Cislo Koncentrace (uM) | PBS (ul) Tetremetoxypropan

zkumavky

1. 0 (Blank) 500 -

2. 0,078125 500 500 ul z 3.

3. 0,15625 500 500 ul z 4.

4. 0,3125 500 500 ul z 5.

5. 0,625 500 500 ul z 6.

6. 1,25 500 500 ulz 7.

7. 2,5 500 500 ul z 8.

8. 5 990 10 pl z 500uM zasobniho roztoku

4.4.3. Stanoveni redukovaného glutathionu

Material
1% citrat sodny: 1g citrat sodny; 10 ml dH>O

0,001 M 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoova kyselina) (DTNB): 0,001 g DTNB; 2,5 ml 1% citrat
sodny

0,3M hydrogenfosforecnan disodny pufr (HPDS): 8,52 g NaH>PO4; doplnéno dH»O do 200 ml,
pH upraveno pomoci H2SO4 na pH 8,4

10% trichloroctové kyselina (TCA) (w/v): 10 g trichloroctova kyselina; doplnéno dH>O do
100 ml

10 mM redukovany glutathion (GSH): 6,1 mg GSH; 2 ml H>O
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PBS: 8,05 g NaCl; 0,2 g KCI; 2,9 g Na,HPO4 x 12 H>0; 0,2 g KH2PO4; doplnéno dH»0 do
1000 ml; pH upraveno na pH 7,4

Postup

PNS byl smichan s 10% TCA v poméru jedna ku jedné (100 pl + 100 pl) a nasledné
centrifugovan 10 minut pfi otackach 5000 rpm (Hettich Mikro 200R) pii 4°C. K 100 ul
ziskanému supernatantu byl ptidan 400 pl 0,3M HPDS, 80 ul dH>O a 50 pl cerstve ptipraveny
0,001 M DTNB. Reakéni smés byla inkubovana 10 minut ve tmé. Intenzita zIuté barvy byla
métena Synerg HT spektrofotometrem pii vinové délce 412 nm. Vysledna koncentrace GSH
ve vzorcich byla vypoc€itana pomoci kalibraéni kiivky, ve které misto PNS byl pouzivan GSH
podle tabulky 6. Koncentrace GSH byly vztazené na pocateCni koncentrace proteinii ve

vzorcich a vyjadrena v jednotkdch nmol/mg.

Tab. 6 Redici fada standardii pro stanoveni GSH.

Skizlr?lavky Koncentrace (uM) | PBS (ul) GSH (pl)

1. 250 975 25 z 10 mM zasobniho roztoku
2. 125 250 250 z 1.

3. 100 300 200 z 1.

4. 50 250 250 z 3.

5. 25 250 250 z 4.

6. 12,5 250 250 z 5.

7. 0 500 -

4.4.4. Stanoveni proteinovych karbonylu

Material

2,5 M HCI: 11 ml 75% HCI; 39 ml dH2O

10 mM 2,4-dinitrofenylhydrazin (DNPH): 0,198 g DNPH + 10 ml 2,5 M HCl
6 M NaOH: 2,4 g NaOH; doplnéno dH20 10 ml

PBS: 8,05 g NaCl; 0,2 g KCI; 2,9 g Na,HPO4 x 12 H20; 0,2 g KH2PO4; doplnéno dH>O do
1000 ml; pH upraveno na pH 7,4
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Postup

200 pul PNS bylo smichano s 200 pul 10 mM DNPH. Smés byla inkubovéana 10 minut ve
tme. Po inkubaci bylo ptidano 100 ul 6 mol NaOH, smés byla centrifugovana a opét inkubovana
10 minut. Po deseti minutach byla absorbace ve vzorcich okamzit¢ méiena spektorfotometrem
Synergy HT pii vinové délce 450 nm. V standardech byly vzorky nahrazeny PBS. Koncentrace
proteinovych karbonylii byla vypocitdna pomoci molarniho exctinkéniho koeficientu DNPH

pii 450 nm (¢ = 22308 M 'em™!) vztaZenim na po&atecni koncentraci proteind ve vzorcich.

4.4.5. FOX assay

Material

Reakéni smés: 20 M metanol; 100 uM xylenolova oranz; 25 mM kyselina sirovéd; 4 mM
butylovany hydroxytoluen; 250 uM heptahydrat siranu zeleznatého

Reakéni smés byla pfipravena Cerstvé pred pokusem.

Postup

0,9 ml reak¢ni smési bylo pfidano k 0,1 ml PNS, smichéno a inkubovano 30 minut pfi
pokojové teploté. Ziskané vzorky byly naneseny na 96-ti jamkovou desticku a absorbance byla
méfena na spektrofotometru Synergy HT pii 560 nm. Ze ziskanych hodnot absorbanci byla
vypocitana koncentrace hydroperoxidii vyuzitim molarniho excita¢niho koeficientu gse0 = 43

mMem™.

4.5. Analyza dat

Zpracovani ziskanych dat a tvorba grafii prob¢hla v programu Graphpad Prism 7.0. Vysledky
light/dark box testl byly analyzovany uzitim metody dvoucestnd ANOVA. Vysledky
biochemickych pokusti byly analyzovany uzitim Studentova t-testu. Vysledky jsou
prezentovany jako primér + smérodatna odchylka. Data z biochemickych méfeni jsou ziskana
minimalné ze tii nezdvislych pokust, kdy v ramci jednoho pokusu byly srovnany dvé

experimentalni skupiny s n = 3 vzorky na jednu skupinu.
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5. Vysledky

5.1. Light/dark box test

5.1.1. VEk PND 89 = 1

V light/dark box pokusech byly porovnany kontrolni a separované skupiny samcich a
samicich potkanli po aplikaci NAC nebo bez n¢ho. Stanovoval se pocet vstupli z tmavé do

svétlé Casti a Cas straveny ve sveétlé Casti.

5.1.1.1. Pocet vstupti do svétlé asti

U samcit ANOVA ukazala, ze separace signifikantné ovlivnila pocet vstupti do svétlé
casti (F347=4,736; p=0,0057; Obrazek 6A). Nasledna post hoc analyza prokazala signifikantni
snizeni separované skupiny vici kontrolam bez NAC (p=0,0053). I pfes malé zvySeni vstupli
separovanych potkanti po podani NAC ve srovnani se separovanou skupinou bez n¢ho nebyl
prokazan vyznamny vliv jeho aplikace na pocet vstupt (F347=0,3223; p=0,5730).

Vyznamny vliv separace na pocet vstupii byl patrny také u samic (Fi44=4,335;
p=0,0432; Obrazek 6B). Post hoc analyza prokazala vyznamné sniZeni vstupl separovanych
potkand vici kontrolam v ptipadé bez NAC (p=0,0070). ANOVA dale prokazala vzijemné
pusobeni faktort separace a NAC, coz ale byl té€sn¢ pod hladinou vyznamnosti (F1,44=4,335; p

=0,0432).
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Obr. 6 Pocet vstupti samcti (A) a samic (B) starych PND 89 + 1 z tmavé do svétlé ¢asti
aparatury. Na grafech jsou porovnany kontrolni a separované skupiny potkanti po aplikaci nebo
bez N-acetylcysteinu (NAC). Data reprezentuji pramérné hodnoty + standardni odchylku, jsou
vyhodnocena pomoci testu dvoucestna ANOVA, skupiny jsou porovnavany Bonferroniho post
hoc testem (**p<0,01; ***p<0,001 v porovnani s kontrolni skupinou bez NAC). Pocet potkanii:
(A) n = Kontrola -NAC 14, +NAC 9; Separace -NAC 15, +NAC 13; (B) n = Kontrola -NAC
20, +NAC 4; Separace -NAC 8, +NAC 16.

5.1.1.2. Cas straveny ve svétlé &asti

Analyza pomoci ANOVY ukazala, Ze délka pobytu samcii ve svétlé ¢asti byla vyznamné
ovlivnéna NAC (F149=11,82; p=0,0012; Obrazek 7A). Nasledna post hoc analyza odhalila
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnimi skupinami (p=0,0084).

U samic bylo mozno sledovat pfi porovnani dvou skupin vyrazny ¢asovy rozdil. Jak
separovana skupina bez NAC (p=0,0119) tak kontroly po podani NAC (p=0,0034) travily vice
¢asu ve svétlém kompartmentu nez kontroly bez NAC (Obrazek 7B). U samic 1 v tomto piipade

bylo vidét vzajemné pisobeni NAC a separace (Fi144=16,15; p=0,0002).
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Obr. 7 Cas samcti (A) a samic (B) starych PND 89 + 1 traveny ve svétlé ¢asti aparatury. Na
grafech jsou porovnany kontrolni a separované skupiny potkanii po aplikaci nebo bez N-
acetylcysteinu (NAC). Data reprezentuji primérné hodnoty + standardni odchylku, jsou
vyhodnocena pomoci testu dvoucestnd ANOVA, skupiny jsou porovnavany Bonferroniho post
hoc testem (*p<0,05; **p<0,01 v porovnani s kontrolou bez NAC; ## p<0,01 v porovnani s —
NAC skupinou). Pocet potkanti: (A) n = Kontrola -NAC 15, +NAC 9; Separace —-NAC 16,
+NAC 13; (B) n = Kontrola -NAC 20, +NAC 4; Separace -NAC 8, +NAC 16.

5.1.2. Vék PND22

Mlad’ata (PND22) nebyla rozdélena podle pohlavi.

5.1.2.1. Pocet vstupt do svétlé casti

Na zaklad¢ ziskanych dat analyza prokézala statisticky vyznamny vliv separace na pocet
vstupti do svétlého boxu (F1,81=23,27; p<0,0001; Obrazek 8) a interakci mezi separaci a aplikaci
NAC. Post hoc test dale odhalil, Ze v porovnani s kontrolami bez NAC vSechny skupiny

vstoupily signifikantné vicekrat do svétlého kompartmentu.
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Obr. 8 Pocet vstupt potkanti starych PND 22 z tmavé do svétlé casti aparatury. Na grafech jsou
porovnany kontrolni a separované skupiny potkanii po aplikaci nebo bez N-acetylcysteinu
(NAC). Data reprezentuji primérné hodnoty + standardni odchylku, je vyhodnocena pomoci
testu dvoucestnd ANOVA, skupiny jsou porovnavany Bonferroniho post hoc testem (**p<0,01;
*#%%p<0,0001 v porovnani s kontrolou bez NAC ). Pocet potkanii: n = Kontrola -NAC 9,
+NAC 23; Separace -NAC 12, +NAC 39.

5.1.2.2. Cas straveny ve svétlé &asti

Jak v ptipad¢€ poctu prestupt byla i doba strdvend ve svétlém kompartmentu vyznamné
ovlivnéna nizkymi hodnotami kontrolni skupiny. ANOVA prokazala signifikantni vliv
separace (F1,81=24,33; p<0,0001; Obrazek 9)1 NAC (F181=7,227; p=0,0087) na délku pobytu a
také interakci mezi separaci a podavani NAC (F181=19,63; p<0,0001). Porovnavani skupin
piineslo podobny vzor vysledkt jako v situaci s pfestupem. Separanti bez NAC a obé NAC

skupiny vykazovali statisticky vyznamné zvysSeni doby v osvétlené ¢asti aparatury.
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Obr. 9 Doba, kterou potkani staii PND 22 stravili v tmavé ¢asti aparatury. Na grafech jsou
porovnany kontrolni a separované skupiny potkanii po aplikaci nebo bez N-acetylcysteinu
(NAC). Data reprezentuji primérné hodnoty + standardni odchylku, jsou vyhodnocena pomoci
testu dvoucestnd ANOVA, skupiny jsou porovnavany Bonferroniho post hoc testem
(***p<0,001; ****p<0,0001 v porovnani s kontrolou bez NAC). Pocet potkani: n = Kontrola
—NAC 9, +NAC 23; Separace -NAC 12, +NAC 39.

5.2.Biochemické metody

5.2.1. Stanoveni redukovaného glutathionu
Principem stanoveni GSH je reakce thiolovych skupin molekuly GSH s Ellmanovym
¢inidlem (DTNB). V reakci na jeden mol thiolu vznika jeden mol aniontu TNB. ProtoZe tento

aniont je silné barevny (Amax = 412 nm), mtze byt pouzit k méfeni koncentrace GSH.

5.2.1.1. Standardizace metody

V metod¢ stanoveni GSH se ukézala diilezitost pH a slozeni pufru. Plivodné se stanoveni
GSH zkouselo s PBS v reakéni smési misto pufru HPDS. To vSak mélo za nasledek nizké
hodnoty absorbanci vzork, které byly srovnatelné s hodnotami pro blank. Jediné pfi vysokych
koncentracich standardli v kalibra¢ni kfivce bylo mozné detekovat malou zménu v hodnoté

absorbance (Tabulka 7).
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Tab. 7 Reprezentativni hodnoty absorbance kalibra¢ni kiivky a vzorkil ziskané pouzitim

raznych reakénich pufrt.

Kalibraéni kfivka (uM DTNB) Vzorky

Blank | 2,5 5 10 50 100 | K1 K2

PBS 0,065 0,065 | 0,061 | 0,067 | 0,075 | 0,109 | 0,069 | 0,064

upDS | 0,062 0,061 | 0,064 | 0,067 | 0,105 | 0,16 | 0,107 | 0,12

A - absorbance; PBS — standardni fosfatovy pufr; DSHP — disodiumhydrogenfosfatovy pufr

Dal$im vyraznym ruSivym faktorem se uk4zalo zamrazeni a opétovné rozmrazeni homogenatu.
Obrazek 10 znazornuje reprezentativni hodnoty koncentrace GSH ziskané z cerstvého a
z rozmrazeného homogenatu. Lze vidét vyraznéjsi odchylky a niz§i hodnoty koncentraci
v piipadé¢ méfeni rozmrazenych vzorkid. Nachylnost GSH vyvolala nutnost provadét jeho

stanoveni okamzité z Cerstvé zpracovaného vzorku bez vyznamné ¢asové prodlevy.
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Obr. 10 Reprezentativni hodnoty koncentrace GSH ze tii pokusii. Jsou porovnany hodnoty

ziskané méfenim Cerstvé homogenizovanych a rozmrazenych vzorkti mozkové tkané.
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5.2.1.2.Vliv maternalni separace na koncentrace GSH v mozkovych strukturach

potkani

V pokusech méteni GSH nebylo vidét zménu v zddné zkoumané mozkové struktute po

separaci. Jedina rozeznatelnd odliSnost byla v koncentraci GSH mezi strukturami (Obrazek 11).
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Obr. 11 Koncentrace GSH v mozkové ke (A), hipokampu (B) a mozecku (C) potkant starych
22 dnti (PND22). Na grafech jsou porovnavany kontrolni a separované skupiny potkand. Data
reprezentuji primérné hodnoty + standardni odchylku, jsou vyhodnocena pomoci neparového

Studentova t-testu. Pocet pokust: (A) =7; (B) =5; (C)="17.

5.2.2. TBARS

Pomoci TBARS (latky reaktivni s kyselinou thiobarbiturovou, thiobarbituric acid reactive
substances) metody se stanovuje Uroven lipoperoxidace métenych vzorkt. Je zaloZena na reakci
jedné molekuly MDA se dvéma molekulami kyseliny thiobarbiturové (TBA) za vzniku
barevného komplexu (Amax = 532 nm). Pro reakce musi byt zachovéna vysoka teplota (90-100

°C) a kyselé pH (kolem 3,5).
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5.2.2.1. Standardizace metody

Ptedtim nez bylo provedeno stanoveni urovné peroxidace ve vzorcich mozkové tkané
ziskanych z pokust zamétenych na sledovani dusledki maternalni separace, bylo vyzkouSeno

nékolik postupt s cilem najit co nejvhodnéjsi zpisob méteni.

A. V prvni sérii pokust byly proteiny nejprve precipitovany pomoci TCA a odstranény
z PNS. Ziskany supernatant byl smichan s TBA a po inkubaci méfena absorbance. I pies
podobny postup s kone¢nym protokolem byly takto namétené absorbance vzorkl velmi nizké,
Casto porovnatelné s blankem, coz ztizilo kvantifikaci vysledki. Tabulka 8 obsahuje
reprezentativni hodnoty absorbance kalibracni kiivky a vzorkli mozkové kury kontrolnich

potkanti.

Tab. 8 Reprezentativni hodnoty absorbance kalibrac¢ni kfivky a vzorkl ziskané postupem A.

. Koncentrace
Kalibr. TMP (M) Blank 0,625 1,25 2,5 5 10 50 100
kiivka
Absorbance 0,049 | 0,0715 | 0,09 | 0,131 | 0,2235 | 0,356 | 1,6825 | 2,9585
Cislo K1 K2
Vzorek

Absorbance | 0,0625 | 0,054

Kalibr. kiivka — kalibra¢ni kiivka; TMP — tetramethoxypropan

B. Dalsi postup vyuzival extrakci lipidovych peroxidi. Reakéni smés ptipravena
smichanim PNS, kyseliny fosforecné a TBA byla inkubovana 15 minut pti 90 °C a nasledné byl
piidan butanol. Po centrifugaci byla organicka vrstva obsahujici peroxidy oddé€lena a intenzita
ruzového zbarveni vyhodnocena spektrofotometricky. Absorbance vzorkti v porovnani
s blankem byla vyssi nez v pfipadé postupu A (Tabulka 9). V tomto piipadé se vSak ukézala
obtiZznost v zajisténi dostatecné reprodukovatelnosti kroku spocivajiciho v butanolové extrakei.
Netplna extrakce a z toho vyplyvajici relativné velké kolisani absorbance vzorkl by mohly mit

za nasledek nespolehlivost pfi vzajemném porovnavani vysledka jednotlivych pokusi.
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Tab. 9 Reprezentativni hodnoty absorbance kalibracnich kiivek a vzorkt ziskané postupem B.

Kalibra¢ni kiivka Vzorek

TMP (uM) | Blank | 03125 | 0,625 | 1,25 | 2.5 5 10 20

Pokus 1 | 0,0505 | 0,056 | 0,0615 | 0,074 | 0,0835 | 0,115 | 0,161 | 0,2475 | 0,0713
A

Pokus 2 0,053 | 0,056 | 0,057 | 0,064 | 0,077 | 0,101 | 0,16 | 0,2565 | 0,133

V tabulce jsou porovnany absorbance ziskané ze dvou pokust. Hodnoty absorbance stejného

vzorku se vyznamné lisily pii opakovaném méieni. A — absorbance; TMP - tetramethoxypropan

C. Vynechani extrakéniho kroku z postupu B vyznamné zvysilo hodnoty absorbance

vzorki a snizilo rozdily mezi jednotlivyni métenimi (Tabulka 10).

Tab. 10 Absorbance kalibra¢nich kiivek a vzorkti. Porovnani absorbance tii pokust
provedené podle postupu C.

Kalibra¢ni kiivka Vzorek

TMP (uM) | Blank | 03125 | 0,625 | 1,25 | 2.5 5 10 20

Pokus 1 0,045 | 0,0505 | 0,053 | 0,0595| 0,072 | 0,098 | 0,146 | 0,2415 | 0,086

A | Pokus2 | 0,0465 | 0,053 | 0,056 | 0,0645 | 0,072 | 0,0995 | 0,1485 | 0,249 0,08

Pokus 3 0,049 | 0,053 | 0,056 | 0,068 | 0,078 | 0,107 | 0,1695 | 0,2875 | 0,094

Nakonec vSak byl zaveden protokol, na jehoz zaklad¢ byla ziskdna vyslednd data.
Postup je podobny jako v predchazejicich pfipadech, na stanoveni intenzity barevného produktu

se ale vyuziva citlivgjsi fluorometrické méteni.

5.2.2.2. Vliv maternalni separace na koncentrace TBARS v mozkovych strukturach

potkanu

Z grafickych zndzornéni nameétenych dat 1ze vidét nepatrné zvyseni TABRS ve vzorcich
mozkoveé tkan¢ ziskané ze separovanych potkanti (Obrazek 12). V tomto ptipad¢ byly rozdily

koncentraci mezi strukturami vyraznéjsi, hlavné v ptipadé kiry (A) a mozecku (C).
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Obr. 12 Koncentrace TBARS v mozkové ke (A), hipokampu (B) a mozecku (C) potkani
starych 22 dnd (PND22). Na grafech jsou porovnavany vysledky ziskané z kontrolni a
separované skupiny potkant. Data reprezentuji primérné hodnoty + standardni odchylku, jsou

vyhodnocena pomoci neparového Studentova t-testu. Pocet pokusti: (A) =7; (B) =5; (C) =6.

5.2.3. Stanoveni proteinovych karbonyli

Koncentrace karbonylovych skupin v oxidovanych proteinech byla stanovena alkalickou
2,4-dinitrofenylhydrazinovou (DNPH) metodou. Je zaloZena na reakci karbonyl s DNPH.
Ptidani NaOH do roztoku posune absorpéni maximum spektrofotometrického méfeni
hydrazonovych derivata k vyssi vinové délce (450 nm), kde interference s nenavazanym DNPH

je mensi.

5.2.3.1. Standardizace metody

Na stanoveni proteinovych karbonyli byla nejdiive pouzivana DNPH metoda zahrnujici
vice krokli. Po reakci DNPH s karbonyly byly opakovanym promyvanim odstranény
nenavazané molekuly DNPH. Na konci ziskany proteinovy pelet byl rozpustén v 6M guanidinu
a nasledné méfena absorbance (Amax = 370 nm). Obtizné rozpousténi peletu neumoznilo
kvantifikovat veSkeré pfitomné karbonyly, coz mélo za nésledek nizké hodnoty absorbanci a
kolisani hodnot vyslednych koncentraci. Obrazek 13 znazorfiuje vysledky tfech nezavislych

pokusti, ve kterych byly pouzity vzorky kontrolni mozkové kiiry.
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Obr. 13 Koncentrace proteinovych karbonylti v kontrolnich pokusech.

5.2.3.2. Vliv maternalni separace na koncentrace proteinovych karbonyli v mozkovych

strukturach potkani

Ani v ptipad¢ méfeni proteinovych karbonylti jsme nezaznamenali vyraznéjsi rozdily v

koncentracich mezi jednotlivymi skupinami (Obrazek 14).

>
w
(g}

>
s
w
o
N
°

T

w
o

nmol/mg protein
»
s
nmol/mg protein
w
s

-

o

nmol/mg protein
s S

o
°
°

Kontrola Separace Kontrola Separace Kontrola Separace

Obr. 14 Koncentrace proteinovych karbonylti v mozkové kiife (A), hipokampu (B) a mozecku
(C) potkani starych 33 dnd (PND22). Na grafech jsou porovnavany vysledky méfeni
provedenych na vzorcich mozkové tkané ziskané z kontrolnich a separovanych potkanti. Data
reprezentuji primérné hodnoty + standardni odchylku a jsou vyhodnocena pomoci neparového

Studentova t-testu. Pocet pokust: (A) = 6; (B) =4; (C) =5.
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5.2.4. FOX assay

Metodou FOX (ferrous oxidation-xylenol orange assay) byly stanoveny lipidové
hydroperoxydy (LOOH), priméarni produkty peroxidace lipidi. Byla vyuZita oxidace Fe** s

LOOH a tvorba komplexu Fe*" s xylenolovou oranzi. Reakce probiha v kyselém prostiedi.

5.2.4.1. Standardizace metody FOX assay

V ptipadé¢ metody FOX assay byl jedinou zménou béhem standardizace ptechod na
vypocitani koncentraci pomoci extinkéniho koeficientu misto pocatecniho pouziti kalibra¢ni
ktivky. Graf byl sestrojen z hodnot signalt standardli s pouzitim t-BuOOH. Kalibra¢ni kiivka
byla sestrojena z hodnot signalt standardti s pouzitim peroxidu t-BuOOH. Z ¢asovych divodu

tato metoda byla aplikovéana jen pro métfeni na vzorcich mozeckd.

5.2.4.2. Vliv maternalni separace na koncentrace lipidovych hydroperoxidii v mozecku

potkanii

Vysledky této metody namétfené na vzorcich mozeckl vykazovaly podobny trend jako
v ptipadé TBARS a karbonyli. MiiZeme pozorovat tendenci k nepatrnému zvySeni koncentrace

lipidovych hydroperoxidll ve vzorcich u separované skupiny (Obrazek 15).
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Obr. 15 Koncentrace lipidovych hydroperoxidii v mozecku potkant starych 22 dnil
(PND22). Na grafech jsou porovnavany vysledky méfeni provedenych na vzorcich mozecki
ziskanych ze skupiny kontrolnich a separovanych potkanti. Data reprezentuji primérné hodnoty
+ standardni odchylku, jsou vyhodnocena pomoci neparového Studentova t-testu. Pocet

pokust: 3.
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6. Diskuze

Vysledky nékterych diive publikovanych experimentii potvrzuji, ze stres béhem
casného zivota vede nejen k trvalé zméné mozkovych struktur a funk¢nich deficiti, ale také
zvySuje riziko duSevnich poruch v mladi a dospélosti (McEwen et al., 2012). Vzhledem k
nemoznosti pouziti invazivnich pokusnych metod pfi zkoumani vyvoje téchto zmén u lidi byly
zavedeny zvifeci modely. BéZznou metodou pro modelovani stresu Casného Zivota je maternalni
separace potkanli a mysi v prvnich tydnech zivota. Vysledky opakovanych pokusti jsou vSak
Casto v rozporu s jiz namefenymi hodnotami a lze zaznamenat protichiidnd pozorovani
(Tractenberg et al., 2016). Nas model zahrnoval separaci potkani kmene Long Evans na tfi

hodiny denné béhem prvnich tii tydni postnatalniho Zivota.

Vliv maternalni separace a N-acetylcysteinu na uzkostné chovani potkani

Jednim z pristupti ke sledovani vlivu maternalni separace bylo testovani chovani
mladych (PND22) a dospélych (PND90) potkant v light/dark boxu. Sledovanymi faktory byly
pocet piestupll z tmavé do svétlé ¢asti a délka pobytu ve svétlém kompartmentu aparatury.
Vedle testovani uzkostného chovani nas zajimalo, jaky vliv mé antioxidant NAC na potencialni
odli$nosti v chovani zvifat po separaci.

Po separaci bylo prokazano signifikantni snizeni poctu ptestupti potkanti dospélych
PND90 u obou pohlavi. To je v souladu s pozorovanim u vétSiny dosavadnich studii
zabyvajicich se dopadem maternalni separace na uzkostné chovani v dospélém véku. Ve vétsing
pripadu byl totiz pozorovan anxiogenni uc¢inek jak u samcti (Huot et al., 2002; Huot et al., 2001;
Aisa et al., 2007), tak u samic (Kalinichev et al., 2002). Je vSak tfeba dodat, Ze v n€kterych
experimentech nebyly patrné rozdily v tizkostném chovani ovlivnénych zvitat (Slotten et al.,
2006). Dokonce po separaci potkanti podle nami pouzivaného protokolu byly naméfeny i
hodnoty ukazujici snizenou uroven uzkosti dospélych samcti (Zhang et al., 2014).

V ptipad¢ druhé namétfené veliCiny vykazovala analyza hodnot samic bez NAC
statisticky vyznamné navySeni Casu straveného ve svétlé Casti aparatury po separaci. Doba,
kterou zde stravili separovani samci, byla oproti kontrolam o néco delsi. Tento jev by bylo
mozné vysvétlit tak, ze Casny stres v nasem pokusu snizil troven tzkosti u dospélych samic.
Tento zavér by tudiz mohl byt v souladu s praci MclIntosh ef al., 1999, v niz autoti uvedli, Ze
separované samice vykazovaly signifikatn€ méné€ Gzkostné chovani nez kontroly. Nicméné z
nami naméfenych dat jsme nemohli ovéfit, jaky vliv mélo osvétlené prostiedi na chovani

potkanti, kdyz ptekonali strach a vstoupily do ného. V parametrech naSeho pokusu nebylo
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stanoveno meéfeni vzdalenosti, kterou potkani usli, a jejich aktivity pii zkoumani prostiedi.
Prodlouzeni doby stravené ve svétlé ¢asti muze byt nasledkem strachové ataxie, kdy u potkanti
misto prizkumné aktivity nastane do¢asnd nehybnost, ¢asto pozorovand naptiklad u hlodavcich
modeld PTSD (Rau et al., 2005). Z toho by naopak vyplyvalo zvySeni uzkosti, a tudiz negativni
dopad separace.

V mnoha dosavadnich studiich jsou uvadény vyhody pouziti NAC jako mozné 1é¢by pfi
psychiatrickych stavech (McQueen et al., 2018; Berk et al, 2011). Jini autofi popisuji u
hlodavct spojeni mezi oxidativnim stresem v mozku a nastupem tzkostného chovani (Patki et
al., 2013; Deoliveira et al., 2007), coz ukazuje na potencialni vyuziti NAC v této oblasti. |
ptesto se pomérné malo praci zabyva jeho potencidlnim anxiolytickym u¢inkem (Santos ef al.,
2017; Mocelin et al., 2015). Mezi t¢inky NAC na tyto poruchy patii antioxida¢ni ochrana proti
oxidativnimu stresu.

Po aplikaci NAC byla patrnd tendence zvyseni piestupii separovanych samct, 1 kdyz v
porovndni se separantami bez NAC nebyl narist statisticky vyznamny. U samic nebyly
pozorovany rozdily v po¢tu vstupt po podavani NAC. Navic u nich méla i skupina bez separace
sniZzené hodnoty oproti neovlivnéné skuping. Jeji hodnoty mohou ale byt vyznamné ovlivnéné
relativné nizkym poctem zvifat ve skupiné. Z naSich vysledku je dale patrné, Ze skupiny samcti
dostavajicich NAC stravily vice ¢asu ve svétlé ¢asti aparatury nez spole€nici bez NAC. Zvlaste
vyznamny byl vzestup hodnot ve skupiné, kterd kromé doby aplikace NAC byla neptetrzité s
matkou. U samic byl trend v NAC skupin€ podobny. Zde se je vSak opét potieba vzit v ivahu
realtivné nizky pocet naméfenych dat kontrolni NAC skupiny.

Vysledky nami provedenych pokusti naznacuji, ze materndlni separace méla
dlouhodoby efekt na chovani potkani, projevujici se jako zvySena izkost v light/dark box testu
v dospélosti. Dalsi data, kterd jsme ziskali po aplikaci NAC ukazuji na tendenci, Ze aplikace
NAC soubezné se separaci by mohla zvysit pocet prestupil z tmavé do svétlé ¢asti aparatury a
Cas straveny ve svétlé ¢asti u dospelych potkand, a to hlavné u samct. To by znamenalo, Ze
NAC ma potencidlni anxiolyticky G¢inek. K podobnému zévéru dosli Santos et al., 2017 v
mySich pokusech a Mocelin et al., 2015 v pokusech s rybou danio pruhované.

U mladych potkanti PND22 oba faktory vykazovaly podobny trend mezi skupinami. V
porovnani s kontrolni skupinou méli jak separovani potkani, tak obé NAC ovlivnéné skupiny
vyznamné zvysené hodnoty.

Jen malé mnozstvi odbornych praci se zabyva behavioralnimi zménami dospivajicich
potkanli po ¢asném stresu véetné zmén chovani po maternalni separaci. Zaroven tyto prace

Casto obsahuji data ziskand v riznych periodach dospivani, kdy vyvoj mozku stale probihd a

55



mozek je monitorovan v riznych fazich svého vyvoje. Proto je velmi obtizné porovnat ziskana
data u mladych potkanti. Kazdopadné vétSina vysledkl naznacuje, Ze maternalni separace ma
negativni vliv na uzkostné chovani dospivajicich potkanti (Chocyk et al., 2013).

V rozporu s tim nase vysledky jednoznacné poukazuji na nejvyssi stupen uzkosti ve
skuping kontrol bez NAC. Z toho vyplyva, ze bud’ kontrolni skupina vykazovala velmi vysokou
uzkost, nebo u ostatnych skupin nastaly mechanizmy vedouci k anxiolyze. V prvnim piipadé
muizeme uvazovat o tom, jestli matka vysoce Uzkostné skupiny stravila dostatek Casu s
potomky, nebo je pon¢kud zanedbavala. Jelikoz se odlisnosti v pé¢i matek o mlad’ata objevuji
ptirozenég, teoreticky mohla matka kontrolni skupiny stravit pe¢ovanim o mlad’ata méné Casu.
Jiz diive bylo prokazano, ze deficit matefské péce ma negativni vliv na vyvoj nervovych
systémil, které zprostfedkovavaji strach (Caldji et al., 2003; Caldji et al., 1998).

Na druhou stranu miizeme uvazZovat o tom, ze matky po separaci nebo po aplikaci NAC
v nékterych ptipadech vykazovaly zvySenou péci o mlad’ata, jak to zaznamenali Macri et al.,
2008. Otazkou je, jestli lze povazovat kazdodenni aplikaci NAC za ¢asnou manipulaci majici
pozitivni dopad na vyvoj mladat. To by mohlo vysvétlit vysoké hodnoty sledovanych
parametrii v NAC skupindch. Zaroven obé separované skupiny byly zvyklé na cizi prostiedi,
zatimco kontrolni mlad’ata postradajici NAC b&hem prvnich 21 dni zivota stravila neustale s
matkou a pti light/dark box testu byla poprvé vystavena vétSimu stresu, coz na n¢ mohlo ptisobit
siln€ anxiogenné. Ze ziskanych dat nemiizeme s jistotou usuzovat, jaky vliv méla separace a

NAC na uzkostné chovani ve véku PND22.

Vliv maternalni separace na markery oxidativniho stresu v mozcich potkanu

A%

na stanoveni markert oxidativniho stresu a nasledn¢ jejich méfeni v mozkové kiife, hipokampu
a mozecku kontrolnich a maternalné separovanich potkanti po PND22. Sledované markery byly
koncentrace GSH, proteinové karbonyly, TBARS a lipidové hydroperoxidy.

Dosud se jen malo praci zaobiralo ndmi nami sledovanymi biochemickymi markery v
mozku dospivajicich hlodavct po casném stresu. Vysledky téchto pokusi nejsou konzistentni
ohledn¢ zmény koncentrace markerti. V nékterych piipadech nebyly zaznamenany zmény (do
Prado et al., 2016), zatimco Uysal et al. (2005) popsali zmény v peroxidaci lipidd v zévislosti
na véku v ramci dospivani. Je vSak tfeba zminit, Ze v uvedenych pracech byly pouzity rizné

protokoly na vyvolani stresu a markery byly stanoveny v rizném obdobi vyvoje.

56



Zkoumani markerti oxidativniho stresu nami pouzivanymi metodami neodhalilo téméf
zadné zmény v mozkovych strukturdich PND22 potkanii mezi kontrolni a separovanou
skupinou. To je v rozporu s ofekavanim, ze nas protokol vede k vyraznému oxidativnimu
poskozeni biomolekul nebo k vychyleni thiolového antioxidantu GSH v mozku potkant. To
vSak nutn€ neznamena, Ze nedoslo k Zadné zméné na bunécné trovni.

Jedno vysvétleni téchto zjisténi mize byt, Ze chronicky stres v buitkach mtze vyvolat
adaptivni zmény, ke kterym patii zvySena aktivita antioxidacnich enzymi. Pajovic et al., (2006)
naptiklad ukazali, ze v hipokampu chronicky stres zvysil aktivitu MnSOD, CuZnSOD a CAT.
Podobné v praci Uysal et al., (2005) byla ztrata maternalni péce béhem jednorazové 24
hodinové separace v obdobi SHRP spojena se zvySenou enzymatickou aktivitou GPx, po SPRH
zvySenou aktivitou SOD v hipokampu, PFC a striatu. V jiné studii bylo prokazano, Ze chronicky
stres mize vést ke zvySeni aktivity CAT, ale zaroven ke sniZeni aktivity SOD v pozdnim
dospivanim (PND40) (Lucca et al., 2009). Z toho je vidét, Ze ani zmény técho markerti nejsou
uniformni po pusobeni stresu. Nicméné jejich detekce mize byt napomocna k piesnéjSimu
odhaleni vykyvii v redoxnim stavu.

Kromé¢ enzymatickych antioxidantli a antioxidacnich systému hraji roli v obrané¢ proti
ROS 1 nékteré dopliky stravy, jako jsou vitaminy. Tyto Ziviny mohou samy vychytavat
reaktivni latky a zaroven slouzit jako kofaktory enzymu. Vitamin E ptredstavuje prvni
linii obrany proti oxidaci lipidil (Zaidi & Banu, 2004) a bylo zaznamenano zvyseni uzkostného
chovani u dospivajicich a dospélych potkanti pti jeho nedostatku v krmivu (Terada et al., 2011).
Jelikoz krmivo ST-1 pouzivané v naSich pokusech také obsahuje vitaminy A, E a D, tyto
vitaminy se mohly dostat matetskym mlékem z matky do mlad’at a ptispét k ochrané organismu.
Teoreticky oxidativni stres v naSem pokusu nepiesahl kapacitu této obranné linie a nedoslo ke
zméné koncentrace endogenniho antioxidantu GSH a ani k poSkozeni biomolekul. Pokud to tak
je, zmeénu zpusobenou radikdly bychom mohli zaznamenat jenom méfenim koncentraci
vitaminil.

V piipadé, Ze uz doslo k ROS zprostfedkovanému naruseni bun¢k, existuji 1 opravné
mechanismy na obnoveni nebo odstranéni poskozenych molekul. Pokusy na bunécnych
kulturdch nervovych bunck prokdzaly zvySenou expresi podjednotek proteasomu 20S/26S
v odpovédi na vystaveni nizké hladiny ROS (Ding et al., 2003). Dal$i enzym s potencialni
opravnou kapacitou je peroxiredoxin 6, ktery kromé peroxidazové aktivity odstraiiujici H>O>
ma i aktivitu fosfolipazy schopné odstranit poSkozené fosfolipidy. Byla prokdzdna nadmérna
syntéza tohoto enzymu indukovana oxidativnim stresem (Manevich et al., 2002; Chen et al.,

2000). Zvysenou koncentraci jeho mRNA a syntézu enzymu bylo mozno sledovat i po
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opakovan¢ aplikaci dexamethasonu potkantim v prvnim tydnu postnatalniho Zivota v mozkové
kare a hipokampu. Mimoto jeho hladina se postupné zvySuje po narozeni (Shim et al., 2012).
Oxidativni stres mtze vést i k aktivaci transkripéniho faktoru Nrf2, ktery spusti syntézu enzymii
dalezitych pro tvorbu GSH (Steele ef al., 2013). Zminéné zesileni opravnych mechanismii
poskytuje dalsi mozné vysvétleni, pro¢ jsme nevidé€li rozdily mezi skupinami.

Metody pouzivané v naSich pokusech neprokdazaly zadné signifikantni zmény
v koncentracich sledovanych markerti. Z toho vSak nemusi nezbytn¢ vyplyvat, Ze maternalni
separace v tomto pokusu neméla vliv na redoxni stav a nedoslo k zddnym zménam v bunkach.
Zkoumani dalSich zminénych potencidlnich faktorii by mohlo jesté 1épe vyjasnit vliv asného

stresu na oxidativni poSkozeni dospivajiciho mozku.
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7.Zaveér

V této praci byl studovan vliv maternalni separace na markery oxidativniho stresu ve
vybranych strukturdch mozku potkanii a rovnéz vliv separace na jejich chovani. Dale byl
zkouman ucinek NAC na chovani zvifat po aplikaci této latky paraleln¢ se separaci.

Markery oxidativniho stresu byly sledovany u dospivajicich potkanii ve véku PND22.
Nebyla potvrzena ptedpokladana schopnost casného chronického stresu vyvolat poskozeni
bun¢k vybranych struktur mozku. Vysledky biochemickych pokusti naznacily, ze v kufe,
hipokampu a mozecku nedoslo ke zmén¢ hladiny GSH, proteinovych karbonylil a oxidativnich
produktt lipidi. Nelze vSak vyloucit, Ze separace vyvolala oxidativni stres, ktery ale byl
vyrovnan obrannym systémem a kompenza¢nimi mechanismy bunék. Dopady separace a NAC
na chovani byly sledovany pomoci light/dark box testu u potkanii ve véku PND22 a PND90.
Ve skupiné mladych zvifat byly zaznamenany ponc¢kud necekané vysledky s nejvyssi izkosti
v kontrolni skuping. U dospé€lct separace zptisobila zvySeni uzkostného chovani. Aplikace
NAC u dospélych samct tento efekt caste¢né obratila.

Jen malo praci se zabyva vyzkumem oxidativniho stresu ve vyvijejicim se mozku po ¢asném
stresu. Z vysledki nasi prace by bylo mozné usuzovat, Ze na pocatku dospivani jesté neni patrné
poskozeni bunck zpisobené chronickym stresem. Je mozné, Ze k vyvolani oxidativniho stresu
dochazi jen ptechodné pti akutnim behavioralnim stresu, a Ze opakovana separace mlad’at od
matky v postnatalni obdobi navodi adaptivni zmény v mozku, které mohou souviset s jeho vyssi
odolnosti vii¢i oxidativnimu stresu. Pro vyjasnéni téchto pozorovani a spekulaci by bylo
potiebné provést dalsi studie. Mohlo by byt uZite¢né monitorovat i n€které jiné markery a
analyzovat vzorky mozkové tkané v jinych casovych intervalech v priibéhu maternalni separace
ane pouze po jejim ukonceni. Vysledky nasich behavioralnich pokusti naznacuji, ze anxiogenni
ucinek ¢asného chronického stresu se projevuje teprve az v dospélosti. Pokusy s NAC potvrdily,
Ze tato latka ma potencialni anxiolyticky ti¢inek. Pro ptfesnéjsi posouzeni ziskanych dat by bylo
mozné v dalSich pokusech paraleln¢ pouzivat i kontrolni potkany s kratkou kazdodenni
separaci. Nicméné& na zakladé naSich pozorovani 1ze konstatovat, Ze NAC je opravnéné testovan

jako potencialné uzitecna latka v boji proti iizkostnym porucham.
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