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Abstrakt

V souvislosti s charakterem ¢asného stresu se mohou v dospélosti lisit hladiny vychozich hormont
hypothalamo-hypofyzarné-adrenalni (HPA) osy, kortikoliberinu (CRH) a argininu-vazporesinu. Tento
efekt miize byt jesté zesilen vystavenim jedince akutnimu stresu. Pfi¢inou vyssi hladiny mize byt podle
nékterych autorti niz&i mira metylace v promotorech gent téchto hormontl. Castym disledkem vysoké
hladiny vychozich hormonti je vysoka hladina kortikosteronu. K vyssi koncentraci volného
kortikosteronu v krvi mtize ptispivat i niz$i hladina transkortinu, ktera je pozorovana u dospélych
jedinci po prenatalni malnutrici. Lokalné ve tkanich je hladina kortikosteronu regulovana 11B-
hydroxysteroiddehydrogenazami dvou typd. Hyperreaktivita HPA osy miize byt pfi¢inou tzkostného
chovani. K regulaci uzkostného chovani dochazi vazbou CRH na jeho receptory. Mysi s vyfazenym
genem pro receptor prvniho typu (CRHR1) vykazuji obecné méné uzkostné chovani. Naopak vazba
CRH na receptor druhého typu (CRHR2) muize podle nékterych autorti uzkostné chovani tlumit. U
prenatalné stresovanych samcti byla pozorovana vyssi exprese CRHR1, prenatalné stresované samice
vykazuji redukovanou expresi CRHR2. Dospéla zvitata, ktera byla v rané fazi zivota vystavena stresu,
také vykazuji depresi podobné chovani. To mize souviset S piitomnosti nékterych prozanétlivych
cytokini a jejich receptor v mozku. Vyssi hladiny prozanétlivych cytokinti jsou u ¢asné stresovanych
jedincti pozorovany i na periferii. Naopak hladiny protizanétlivych cytokinti jsou redukovany nebo
odpovidaji kontrolnim hladinam. U ¢asné stresovanych zvitat je také pozorovano abnormalni

procentualni zastoupeni a vyssi reaktivita bun€k imunitniho systému.
Klic¢ova slova

stres, neuroendokrinni regulace, hypothalamo-hypofyzarné-adrenalni osa, kortikoliberin,

kortikosteron, chovani, imunita



Abstract

Levels of initial hormones of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, corticotropin-releasing
hormone (CRH) and arginin-vasopressin, can be altered in adulthood with a context of early-life stress.
The effect can be stronger after an acute stress. Some authors suggest that higher levels can be caused
by hypomethylation of that genes promotors. High level of default hormones often results in high
concentration of corticosterone. Higher concentration of corticosterone in blood can also be supported
by a lower level of transcortine, which has been observed in adulthood after a prenatal malnutrition.
Locally in tisues is the concentration of corticosterone regulated by 2 types of 11B-hydroxysteroid
dehydrogenase. Hyperreactivity of HPA axis can cause an anxiety-like behavior. Anxiety-like behavior
is regulated by binding CRH to its receptors. Mice with knockouted gene of the first type receptor
(CRHR1) shows generally less anxiety-like behavior. Conversely, some author say that binding CRH
to its second type receptor (CRHR2) can inhibit an anxiety-like behavior. Prenatally stressed males show
increased expression of CRHR1, prenatally stressed females show reduced expression of CRHR2.
Early-life stressed animals also shows a depression-like behavior. It can be related to the presence of
some pro-inflammatory cytokines and its receptors in brain. Higher levels of pro-inflammatory
cytokines are observed also on the periphery. Conversely, levels of anti-inflammatory cytokines are
reduced or coincide with control levels. Early-life stressed animals were also observed to have an

abnormal percentage and higher reactivity of immune cells.
Keywords

stress, neuroendocrine regulation, hypothalamic-pituitary-adrenal axis, corticotropin releasing

hormone, corticosterone, behavior, immunity



Seznam zkratek

5-HT — serotonin (5-hydroxytryptamin)
5-HTT — 5-hydroxytryptaminovy transporter
5-HT1 — 5-hydroxytryptaminovy receptor
prvniho typu

5-HT,— 5-hydroxytryptaminovy receptor
druhého typu

11B-HSD1 - 11B-
hydroxysteroiddehydrogenaza prvniho typu
11B-HSD2 - 11B-
hydroxysteroiddehydrogenaza druhého typu
druhého typu

AMP — adenosinmonofosfat (adenosine
monophosphate)

ACTH — kortikotropin (adrenocorticotropic
hormone)

AVP — arginin-vazopresin

CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat (cyclic
adenosine monophosphate)

CeA — centralni jadro amygdaly (central
nucleus of the amygdala)

CNS — centralni nervova soustava

CREB - protein vazajici se na na cAMP
odpovidajici elemet (CAMP response element-
binding protein)

CRH - kortikoliberin (corticotropin-releasing
hormone)

CRH-BP — protein vazajici kortikoliberin
(corticotropin-releasing hormone-binding
protein)

CRHR1 — kortikoliberinovy receptor prvniho
typu (corticotropin-releasing hormone receptor
1)

CRHR2 — kortikoliberinovy receptor druhého
typu (corticotropin-releasing hormone receptor
2)

CTRC2 — transkrip¢ni koaktivator druhého
typu

regulovany CREB (CREB regulated
transcription coactivator 2)

DA — dopamin

Epi — adrenalin (epinephrin)

EPM — vyvysené kiizové bludisté (elevated
plus maze)

FST — test nuceného plavani (forced swim test)
GC — glukokortikoid(y)

GR — glukokortikoidni receptor

GRE — na GC odpovidajici element
(glucocorticoid-response element)

HPA — hypothalamo-hypofyzarné
-adrenalni osa

IL-1pB — interleukin 1B

IL-2 — interleukin 2

IL-5 — inteleukin 5

IL-6 — inteleukin 6

IL-10 — interleukin 10

IL-12 — interleukin 12

INFy — interferon y

LC — locus coeruleus

MCR-2 — melanokortinovy receptor
(melanocortine receptor)

MR — mineralokortikoidni receptor

NE — noradrenalin (norepinephrin)

NGF — nervovy rustovy faktor (nerve growth
factor)

NO — oxid dusnaty

OT - oxytocin

PNCs — parvocelularni neuroendokrinni buiiky
(Parvocellular neuroendocrine cells)
POMC — proopiomelanokortin
(proopiomelanocortine)

PVN — paraventrikularni jadro (nucleus

paraventricularis)



SA — sympatoadrenalni osa

SON — supraoptické jadro (nucleus
supraopticus)

Tc — cytotoxicky T-lymfocyt

Th1 — pomocny T-lymfocyt prvniho typu (T
helper cell 1)

Th2 — pomocny T-lymfocyt druhého typu (T
helper cell 2)

TNFa — faktor nadorové nekrozy a (tumor
necrosis factor o)

V1b — vazopresinovy receptor 1B
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1 Uvod

Kazdy organismus je od poc¢atku nucen Se vyrovnavat se zménami vnéjsiho prostiedi. Pfizptisobovani
se vn&j§im zménam je pfitom nezbytné ke spravné funkci organismu, k zachovani stalosti vnitiniho
prostiedi, homeostazy. Pro kazdy parametr v téle je tak nastavena idealni hodnota, tzv. setpoint.
Zachovavani homeostazy znamena udrzovani konkrétnich hodnot na setpointu. V situacich, které
homeostazu ohrozuji, je ¢asto pro udrzeni konkrétnich hodnot na setpointu zapotiebi obrovské mnozstvi
energie a rozmanitych mechanismi. Vystaveni organismu v ¢asném vyvoji faktoru ohrozujicimu
homeostazu, stresoru, mize byt pfi¢inou abnormdlnich setpointi pro hormony drah stresové reakce,
jejich receptory, ale naptiklad i pro procentudlni zastoupeni bun¢k imunitniho systému pfi stresové
reakci v dospélosti.

V roce 1936 se Hans Selye po pokusech s potkany poprvé zminuje o souboru reakci organismu jako
odpovéd’ na poSkozeni ¢i ohrozeni, objevujicich se ve tfech fazich. K prvni, poplachové, fazi dochazi
po 6 — 48 hodinach od vystaveni organismu stresovému podnétu a Selye ji popsal zmensenim thymu,
sleziny, lymfatickych zlaz a jater, ubytkem tukové tkané a vznikem edému a dal$imi piiznaky. Druha,
adaptacni, faze nastupuje po 48 hodinach a projevuje se zvétSenim nadledvin, které ziskavaji lipoidni
granula, mizenim edému, vyskytem bazofill v hypofyze, atrofii gonad, zastavenim laktace. Pii
pokracovani mirného stresu se zvifata na konci druhé faze adaptuji a mize dojit téméf k obnoveni jejich
puvodniho stavu. Selye ale vypozoroval jeste tieti fazi. Zvife, které je vystavovano stresu po delsi
odmilce, 1 — 3 mésicich pfi ni ztraci rezistenci a vykazuje opét piiznaky faze prvni, které pokracuji az
do vycerpani (Selye 1936).

Dnes jsou znamy nhejen mechanismy morfologické ale i fyziologické a z ¢asti i molekularni.
V soucasnosti je stres chapan jako momentalni ¢i predpokladané naruSeni homeostazy organismu ¢i
prepokladané ohrozeni, které by mohlo vyvést organismus z rovnovahy, pficemzZ nékteré nevratné
zmény v homeostazi mohou vést az k ukonceni nezbytnych Zivotnich pochodi a nasledné smrti. Ulrich-
Lai & Herman definuji stres jako ,,skuteéné ¢i o¢ekavané naruseni homeostazy nebo ocekavané ohrozeni
zdravi“ (Ulrich-Lai & Herman 2009). Prabéh stresové reakce se lisi mezi pohlavimi a je ovlivnén
genetickym zakladem, pficemz S rozdilnou intenzitou reaguji i kmeny téhoz druhu (Savignac et al.
2011).

1.1 Cile prace

Bakalai'ska prace je zaméfena na srovnani studii zabyvajicich se stresem v perinatalnim obdobi a jeho
vlivem na stav organismu Vv dospélosti. V uvodu definovany pojem stres je v nasledujici kapitole
roz§ifen o popis mechanismu. Dal$i kapitoly jsou vénovany vlivu mechanismti stresové reakce na
neuroendokrinni regulaci, chovani a imunitu. Ty jsou spolu tzce propojeny a svym pusobenim se
vzajemné ovliviiuji. Jsou znamy korelace mezi psychickymi a imunitnimi chorobami a prodélanymi

traumaty ¢i nizkym socioekonomickym statutem v rané fazi zivota (Miller et al. 2009; Carr et al. 2013;
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George et al. 2010). Prokazana je rovnéz souvislost mezi piitomnosti prozanétlivych cytokini v mozku
a depresivnim chovanim (Diz-Chaves et al. 2013).

Svétova zdravotnicka organizace v roce 1946 definovala zdravi jako ,,stav kompletni duSevni, fyzické
a socialni pohody a ne pouze nepfitomnost nemoci ¢i slabost™ (http://www.who.int/suggestions/fag/en/),

Casny stres je tak jisté pfinosnym tématem studia i z klinického hlediska.


http://www.who.int/suggestions/faq/en/

2 Neuroendokrinni odpovéd’ na stres

Organismus reaguje na ohrozeni homeostazy vyvolané zat€Zovou situaci dvéma neuroendokrinnimi
cestami, tzv. osami. Prvni z nich se nazyva osa sympatoadrenalni (SA), druha hypothalamohypofyzarné
adrenalni (HPA). Cilem obou os je tak zvySeni pozornosti jedince, transport imunitnich bunék, zvyseni
krevniho tlaku, pfiprava jednoduchych energeticky vyuzitelnych substrati. Dochazi k aktivaci
katabolickych procestt ve svalovych a tukovych builkach. Vysledkem katabolismu je rozklad
triacylglycerolu na mastné kyseliny a proteinti na aminokyseliny, glykogenolyza. Mastné kyseliny jsou
oxidovany a spolu s glycerolem a aminokyselinami mohou byt transportovany do jater. V jaternich
buiitkéch, hepatocytech, dochéazi k proteosyntéze. Pii stresové reakci je ve vSech ostatnich buiikach
proteosyntéza omezend. Pti¢inou proteosyntézy v jatrech je potfeba enzymu nezbytnych pro anabolické
procesy vedouci ke glukoneogenezi a glykogenezi. Nové syntetizované molekuly glukozy jsou tak
vyuzity jako stavebni kameny glykogenu nebo jsou exocytovany a transportovany krvi do tkani (Kim
& Kim 1975; McEwen 2005).

2.1 Sympatoadrenalni osa

Sympatoadrenalni osa zajistuje rychlou stresovou odpovéd’, pii které dochazi k vylevu jiz
ptripravenych vackd s katecholaminy z bunék dfen¢ nadledvin. Signalizace zacina aktivaci
sympatickych nervii vychdzejicich z michy v oblasti mezi 10. hrudnim a 4. bedernim obratlem.
Pregangliové neurony autonomniho vegetativniho systému ptfedavaji v gangliich signal v podob¢
acetylcholinu neuronim postgangliovym. Ty pak inervuji cilové organy. V pfipadé SA je signal
pregangliovymi neurony veden piimo K chromafinnim bunikdim dfené nadledvin. Chromafinni buiiky
zastavaji funkci pfeménénych postgangliovych neuront.. Jejich vystup Vpodobé katecholaminti
adrenalinu (epinefrinu, Epi), noradrenalinu (norepinefrinu, NE) a malého mnozstvi dopaminu (DA) je
ale sméfovan do krve a do tkani se tedy dostava endokrinné. Epi a NE se vazi na adrenergni receptory
5 typd, al, a2, B1, B2, B3, rovnéz dopamin ma k dispozici také 5 typu dopaminergnich receptor
(Nicholls et al. 2001; Kuhar et al. 1999).

Vysledky pokusu, pii némz byly matky v dobé gestace opakované po dobu 30 nebo 240 minut denné
umistovany do tésného prostoru, vlivu hypokinetického stresu pregnantni matky na hladiny
katecholaminti dospélych sam¢ich potomkl nenasvéd¢uji. RovnéZ po prenatalni malnutrici se bazalni
hladina katecholamin® u potkanich samct v dospélosti signifikantné nelisi od samcti nestresovanych
(Hashimoto et al. 2001; Lesage et al. 2002).

Reakce dospélych potomkt na vystaveni hypokinetickému stresovému podnétu v dospélosti ale
ovlivnéna prenatalnim stresem byt muize. Vystaveni dospélého prenatalné nestresovaného jedince
hypokinetickému stresu po dobu 60 minut zptsobuje zvySeni hladin Epi a NA. Obdobn¢ se hladiny
zvySuji u jedinct, jejichz matky byly opakované vystavovany béhem gestace kratkodobému, 30 minut
trvajicimu, stresu. Naproti tomu u dlouhodobé prenatalné stresovanych potkant, jejichz matky byly

vystavovany hypokinetickému stresu po dobu 240 minut denn€, vystavenim hypokinetickému stresu v



dospélosti k signifikantnimu zvySeni hladiny katecholamini nedochazi (Hashimoto et al. 2001).
Prenatalni malnutrice patrng vliv na hladiny NE dospélého jedince pfi vystaveni hypokinetickému stresu
po dobu 30 minut nema. Hladina Epi je ale u prenatalné nestresované skupiny vyrazné vyssi oproti

skupiné prenatalné stresované (Lesage et al. 2002).

2.2 Hypothalamohypofyzarné adrenalni osa a jeji regulace

Druh4 z 0s, hypothalamohypofyzarné adrendlni, ma sice pomalejsi nastup, nicméné jeji ti€inky jsou
déletrvajici nez ucinky osy SA (Ulrich-Lai & Herman 2009).

Odpovéd” HPA osy je zahajena ve form¢ Kortikoliberinu (hormon uvolfiujici kortikotropin,
corticotropine releasing hormone, CRH), vV paraventrikularnim jadie hypothalamu (nucleus
paraventricularis, PVN), kam pfichazeji informace o stavu organismu z riznych oblasti mozku, jakymi
je prefrontalni kira, mozkovy kmen ¢&i hippokampus. Jednim ze signalti regulujicich tvorbu CRH je
zpétnovazebna inhibice vystupnimi hormony glukokortikoidy (GC), vyznamna piedev§im v
hippokampu (Ralainirina et al. 2010). Syntéza CRH v amygdale je naopak GC indukovana, jeho
pritomnost zde tidi odpoveéd’ na nauCené podnéty ¢i stresory. V mozkovém kmeni pak CRH ridi
odpovéd’ na nepodminéné podnéty (McNally & Akil 2002). Ptitomnost GC v hippokampu mlad’at a
jejich navazani na glukokortikoidni receptor rovnéz vede k vyssi expresi nervového rustového faktoru
(NGF), ktery je odpovédny za rust a diferenciaci neuronti (Hayes et al. 1996).

Dalsim ze signalti pro tvorbu CRH je ptitomnost NE v PVN. Signal je veden z mozkového kmene,
struktury locus coeruleus (LC) a dalsich adrenergnich oblasti (Smith & Vale 2006).

Regula¢ni funkci v syntéze hypothalamického CRH ma i oxytocin (OT). Vazbou na své receptory
omezuje ptenos transkripéniho koaktivatoru druhého typu regulovaného CREB (CREB regulated
transcription coactivator 2, CRTC2) do jadra. Ten je jednim z kofaktord exprese regulované proteiny
vazajicimi se na na CAMP odpovidajici element (CAMP response element-binding protein, CREB).
Vysledkem je inhibice exprese CRH (Jurek et al. 2015)

CRH je uvolnén zPVN do portalniho obéhu veminentia mediana, kterym se dostava
do adenohypofyzy. V adenohypofyze je vazan na sviij membranovy receptor. Jsou znamy 2 typy
membranovych receptord pro CRH, CRHR1 a CRHR2, pti¢emz pro adenohypofyzu je charakteristicka
pritomnost CRHR 1. Pfes signal vedeny G-proteiny je v buiikach pars distalis v adenohypofyze zahajena
exprese pro-opiomelanokortinu (POMC) (Rivier & Spiess 1983), prekurzoru adrenokortikotropniho
hormonu (ACTH) a dalSich latek, jakymi jsou napt. p-endorfin (Roberts et al. 1979) a B-lipotropin
(Notake et al. 1983). Aktivace receptort CRHR1 a CRHR2 pfitom muize byt znemoznéna vazbou
proteinu vazajiciho kortikoliberin (CRH-BP) k CRH (Stinnett et al. 2015).

Krom¢ CRH jsou dal$imi hormony syntetizovanymi v hypothalamu a ovliviiujimi sekreci ACTH
arginin-vazopresin (AVP) a OT. Oba jsou syntetizovany hojné¢ v magnocelularnich neuronech
supraoptického jadra (SON). Odtud putuji pfimo do neurohypofyzy a dale pokracuji do krevniho feciste.

V souvislosti s regulaci HPA osy jsou AVP a OT syntetizovany také v parvocelularnich neuronech PVN



a portalnim ob&hem dopraveny k adenohypofyze. Oba se vazi na V1b receptor spfazeny s G-proteiny
(Nakamura et al. 2016). Vazbou na V1b spousti kaskadu vedouci k otevieni Ca?* kanaldi, signalu pro
expresi POMC. Z ng¢j je sestiizen ACTH a uvolnén do krve (Murgatroyd et al. 2015).

Uvolnény ACTH je transportovan k adrendlnimu kortexu, kde je v oblasti zona fasciculata a
reticularis vazan na melanokortinovy receptor druhého typu (MCR-2), lokalizovany v plazmatické
membrané. ACTH vazbou na MCR-2 zahajuje signalizaci trimernich G-proteinti. o podjednotka G-
proteinu aktivuje adenylylcyklasu. Vznikly cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP) pak vazbou na
regulacni podjednotky protein kinasy A uvoliuje jeji katalytické podjednotky. Ty fosforyluji CREB
protein. Vazbou CREB proteinu ke CRE mistu je aktivovana transkripce enzymu nezbytnych pro tvorbu
GC.

Hlavnim lidskym GC, ktery ma vliv na stresovou odpovéd’ je kortizol, u potkant a mysi kortikosteron.
GC jsou znadledvin transportovany k cilovym tkanim bud’ volné ¢&i vazané na transkortin
(corticosteroid-binding globulin, CBG). CBG snizuje miru hydrofobicity GC, ¢imZ usnadiiuje transport
GC krvi a zaroven brani prostupu GC pftes plazmatickou membranu. Tim je znacn€ omezen i pruchod
GC ptes hematoencefalickou bariéru.

V cilovych tkanich se GC vazi na glukokortikoidni (GR) a mineralokortikoidni (MR) receptory
pricemz k MR se vazi s vétsi afinitou. Pii nizké koncentraci se ve strukturach obsahujicich oba typy
receptortl v piiblizné podobném mnozstvi, naptiklad vétSina struktur hippokampu, vazi GC spiSe na
MR. GR jsou obsazeny az pti vysokych hladinach GC. Chronicky aktivovany MR spousti signaliza¢ni
kaskadu vedouci k syntéze oxidu dusnatého (NO). Tvorba NO tlumi expresi GR, ¢imz naruSuje
zpétnovazebnou inhibici HPA osy. Chronicky aktivovana HPA osa miize vyustit v depresi podobném
chovani. Naproti tomu hladina MR v hypothalamu je nizkd a k naruSeni zpétnovazebné inhibice
nedochazi (Zhu et al. 2014). Oba jaderné receptory jsou rozmistény po celém organismu, v mozku pak
hojné ve strukturach spjatych s fizenim emoéni i stresové odpovédi, tedy nejen v hypothalamu a

hypofyze, ale pravé i v hippokampu, amygdale a prefrontalni kife.
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Obrazek 1: Obrazek ilustruje vylev hormontit HPA osy a jejich zpétnovazebou inhibici. Uvolnéni CRH ze shluku
parvocelularnich neuroendokrinnich bunék (PNCs) vede k vylevu hypofyzarniho ACTH aktivujiciho sekreci GC, které
pronikaji pies hematoencefalickou bariéru. Vazbou k MR a GR GC inhibuji sekreci CRH a ACTH. Pfevzato z Bains et al.
2015

2.2.1 Lokalni metabolismus glukokortikoidi

Lokalni regulace koncentrace kortikosteronu a kortizolu je zajisténa ptitomnosti 2 izoforem 11f-
hydroxysteroiddehydrogenazy (11B-HSDI, 11B8-HSD2). 113-HSD1 redukuje 11-dehydrokortikosteron
na kortikosteron a kortizon na kortizol, ¢imz zvysuje lokalni koncentraci biologicky aktivniho GC. 11f-
HSD1 je v hojném mnozstvi pfitomna v bunikach tukové tkané, jater a CNS. Tukova tkan produkuje
cytokiny, signalni molekuly spjaté s imunitnim systémem, které zde maji aktiva¢ni G¢inky na expresi
11B-HSD1 (Tomlinson et al. 2001). V reakci na stres neni exprese 11B-HSD1 piimo ovlivnéna
Vv patefnich strukturach HPA osy, v limbickém systému ano (Vodicka et al. 2014), je ale tfeba zahrnout
genetické predpoklady. Kmen potkanti Fisher 344 vykazuje po expozici stresovému podnétu
(kombinace nuceného plavani, vyvysené plochy a hypokinetického stresu) vyssi expresi 113-HSD1
Vv centralnim jadie amygdaly (CeA), oblasti CA1 a CA2 hippokampu, kmen Lewis v prefrontalni kufe.
Zvysena exprese pravé ve strukturach limbického systému muze byt disledkem tendence organismu
zesilit zpétnou inhibici HPA osy (Ergang et al. 2015). V jatrech a dal$ich tkanich, nalezneme 113-HSD2,
ktera oxiduje kortikosteron a kortizol, a tak sniZzuje lokalni koncentraci aktivniho hormonu. V souvislosti
se stresem béhem gestace je dulezita ptitomnost 113-HSD2 v placenté. Jeji tlohou zde je chranit plod
pted vystavenim prilisnému mnozstvi matefskych GC. Ne vzdy jsou vSak jedinci, at’ uz plody ¢i matky,
schopni tento enzym exprimovat ¢i je mateisky stres pftili§ zavazny a dlouhotrvajici. Mateiské GC pak
nejsou inaktivovany dostatecnou rychlosti a pronikaji k plodu. Zde se s vysokou afinitou vazi na své
receptory. Mohou zpisobit nevratné zmény projevujici se i v dospélosti (Holmes et al. 2006; Murphy et
al. 2002).
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Obrazek 2: Aktivace a inaktivace glukokortikoidii izotypy 11B-HSD. Aktivni GC po vazb¢ na receptory pronikaji do
jadra, kde reguluji transkripci vazbou na elementy odpovidajici na glukokortikoidy (GRE) a dalsi transkripéni faktory.
Pfevzato z Zhou et al. 2013



3 Casny stres
Odpovédi organismu na vystaveni stresovym situacim mohou byt rizné v zavislosti na charakteru,
zavaznosti i dobé trvani vystaveni stresoru. Ulrich-Lai & Herman rozd€luji stresory na fyzické a
nefyzické (,,psychogenni®) lisici se reakei, kterou v organismu vyvolavaji. Na fyzicky stresor, jakym je
ztrata krve, infekce ¢i bolest, reaguje organismus okamzitou piimou odpovédi danou reflexnimi
mechanismy. Odpovéd’ na stresor nefyzicky, ktery je rozpoznan piedchozi zkuSenosti ¢i vrozené, je pak
fizena pfednim mozkem (Ulrich-Lai & Herman 2009). Bowers rozdéluje stresory na fyzické a
psychologické. Fyzicky stresor demonstruje na piikladu nizké teploty ¢i nedostateéné potravy, jako
ptiklad psychického stresoru uvadi uvéznéni zvitete ¢i predatorovu pachovou stopu (Bowers et al.
2007).
Typy stresu se mohou vzijemné
) o o 5 Sexual behavior H
prolinat, fyzicka a psychickd slozka

Social defeat H
Social victory H
¢i suboptimalni teplota ptredstavuje fyzicky Swimming (naive) W

kombinovat. Samotna pfitomnost pyrogenu

stres, nicméné organismus si mize byt Swimming (trained)

védom ohroZeni Zivota a stres se pak Restraint

zaroven stava i psychickym. V nadobé Footshock 2 mA

s vodou (forced swim test, FST) na zvife Foolshock 1 mA

plsobi také ob& dvé slozky. Psychickou Footshock 0.5 mA [™""""14

v “ . . Waterimmersion
slozku predstavuje strach zutopeni se a
Shockprod (uncontrol)

| H
Shockprod (control) :H
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|1

[ H

snaha o zachranu vlastniho Zivota. V reakci
na ohrozeni jedinec plave a postupné Novel cags

vyCerpavani pak piedstavuje fyzickou Nolse 1004BA

sloZku stresu. Handling

Specifikaci stresu naopak ziskdvame Comml:l_¢

L 1 n 1 L

1000 2000
Corticosterone response (AUC;ug/dl x min)

Mrwe

konkrétnéjsi predstavu o jeho pficiné.

(=]

Psychosocialni stres je psychicky stres,
ktery souvisi s okolnimi jedinci. Mlize byt . 3 . ) .
Obrazek 3: Zména hladiny stresového hormonu kortikosteronu po
vyvolany odloucenim potomka od matky, vystaveni riiznym podnétim po dobu 15 min. Sexudlni chovani neni
tzv. maternalni separaci. Jinou situaci povaZovano za stresor, ackoli vyvolavd u samcii potkandi kmene
vyvolavajici psychosocialni stres  Wistar odpoveéd nejvyssi. Prevzato z Koolhaas 2011
predstavuje pritomnost agresivniho jedince v 0Koli jedince pozorovaného, mén¢ agresivniho. Modelova
situace, pii které je pozorovany jedinec umistén do teraria jedince agresivniho se nazyva resident-
intruder test (R-1) (Koolhaas et al. 2013).
V prenatalnim obdobi je jedinec nucen vyrovnavat se se zménami hladin matetskych stresovych
hormontl, riznou intenzitou hluku apod. Narozeni pak piedstavuje vyznamné zmény fyziologickych

funkci t€la a zivotniho prostfedi. Mirny stres je podminkou vyvoje organismu a v kazdodennim Zivoté
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je pro pieziti jedince nezbytny. Jeho ptisobeni vede k postupné adaptaci na zvySujici se zatéz, ktera
doprovazi jedince od prenatalniho vyvoje po cely zbytek jeho Zivota. Kratkodoba zvysena hladina
stresovych hormont, tieba pii sexualnim chovani (viz obr. 3), je tedy spiSe zadouci. Naopak prilis
intenzivni ¢i dlouhotrvajici, chronicka, stresova odpovéd je patologicka a mize byt pficinou fady

chorob.

3.1 Kritické obdobi pro vyvej mozku potkana a mysi

Gestace u potkanti trva 21 — 23 dni. 9. dne prenatidlniho vyvoje zalinaji migrovat bunky
neuroektodermu, aby byla 11. dne dokoncéena nervova trubice. Prenatalni vyvoj mysi trva 19 — 21 dni a
neurulace probiha 7. — 10. den. Pro srovnani, u ¢lovéka dochazi ve druhém tydnu prenatalniho vyvoje
k tvorbé neuralni ploténky. Kolem ni se 18. dne tvofi neuralni valy, které zaéinaji ke konci 3. tydne
fuzovat a 28. dne kompletné uzaviraji neurdlni trubici. Tim je polozen zaklad nervové soustavé.
Naruseni vyvoje v tomto obdobi dava vznik vadam, které mohou byt neslucitelné se zivotem. Od této
chvile az po ran¢ postnatalni obdobi vznika, roste a nejvyznamnéji se vyviji centralni nervova soustava,
pti¢emz dochazi k nevratnym zménam, které maji vliv na dospély fenotyp (Kirsten et al. 2013; Rice &
Barone 2000).

Vystaveni stresoru v druhé poloviné prenatalniho vyvoje az po ran¢ postnatalni, vede ke zménam
dospé€lého organismu v bazalnim stavu, citlivosti na stresové podnéty a schopnosti se se stresujicimi
situacemi vypotadat (Andersen 2003; Leonardo & Hen 2008). Za rané postnatalni 1ze povazovat obdobi
ukoncené odstavenim potomka, kterym se rozumi proces, jehoz vysledkem je nahrazeni mateiského
mléka stravou konzumovanou dospélymi jedinci. Poskozeni plodu maze byt napt. zptisobeno narusenim
struktury placenty zvySsenym mnozstvim cytokint Ve fetoplacentalni jednotce po aplikaci bakterialniho
lipopolysacharidu (LPS). LPS pusobi v organismu jako pyrogen a jeho pfitomnost v perinatalnim

obdobi nastavuje pribéh imunitnich reakci v dospélosti (Kirsten et al. 2013).

3.2 Intenzita stresu a jeji disledky

Pfi maternalni separaci, modelové stresové situaci pro matku i potomky, je dilezitym parametrem
nejen doba, po kterou je matka vzdalena, ale i prostiedi, kterému je potomek vystaven. Experimentalni
situace, pii které je mladé od matky separovano v podestylce se lisi svymi vysledky od situace, pii které
je mladéti podestylka odebrana. Hladina GC v nuclei raphe mozkového kmene moduluje expresi
serotoninového membranového transporteru (5-HTT) a serotoninovych receptortt prvniho a druhého
typu (5-HT1a 5-HT>) v mozkovém kmeni. 5-HTT a serotoninové receptory reguluji vznik tizkostného
chovani. V pripad¢, ze je samec vystaven kratkodobé separaci (15 minut denn¢) v hnizd€, exprese 5-
HT: v mozkovém kmeni je nizsi oproti kontrolam i dlouhodobé (360 minut denng) separovanym a to
jak v mladi (3 tydny), tak v dospélosti (10 tydnti). Exprese 5-HT, receptorti po kratkodobé maternalni
separaci je niz§i pouze u mladych samct ponechanych v hnizd¢, v dospélosti se od ostatnich skupin, tj.
od dlouhodobé separovanych v hnizdé ¢i bez hnizda nebo kratkodobé separovanym bez hnizda, nelisi.

Exprese 5-HTT je naopak nizsi pouze u dospélych kratkodobé separovanych samcti, kterym byla



ponechana podestylka. Kratkodobé maternalné separovani jedinci se mohou vice podobat jedinciim
Zijicim ve volné ptirodé, nebot’ matky se pii shanéni potravy vzdaluji od hnizda zcela bézn¢. Béhem
postnatalni periody vykazuji obecné dlouhodobé separovani potkani niz§i hmotnost, zatimco po
postnatalni periodé (od 21. dne) pouze ti, kteti byli separovani bez podestylky (Oreland et al. 2009).
Naopak stejné intenzivni stresor miize u zvifat rizného kmene vyvolat odlisné reakce. Samci mysi
kmene C57BL/6 disponuji v dospélosti po 3 hodinach maternalni separace denné s Casnym odstavem
(17. den) oproti samctim kmene DBA/2 méné uzkostnym, zato vSak depresi podobné&js$im chovanim

(George et al. 2010).

3.3 Vliv mateiského stresu na vyvoj potomka

Jednu ze zmén v chovani matky zplisobenou chronickym stresem piedstavuje rychlej$i nastup
agresivniho chovani matek zahrnujiciho Gto¢nost a kousani. Matky hlodavct, které byly stresovany
v obdobi gestace, vykazuji postupné vzristajici rozdily v psychologickém i fyziologickém stavu oproti
kontrolam. Chronicky stresované matky reagovaly 9. den stresu s latenci do prvniho utoku 17.8 s,
zatimco nestresované 30.5 s. S pokracujicim stresem dochazi k vyraznému poklesu produkce mléka, 16.
den stresovani €ini rozdil v produkci 40% (Nephew & Bridges 2012). Mnozstvi vyprodukovaného
mléka pfimo souvisi s velikosti potomkil, potomci stresovanych matek vykazuji postupné klesajici
rychlost rustu. V pruméru jsou 70 dni stati dospéli potkani, jejichz matky byly béhem gravidity
vystaveny psychosocialnimu stresu, o 25 g lehéi neZ potkani, jejichz matky stresovany nebyly (Nephew
& Bridges 2012).

Rozdily ve velikostech mySich samct nejen t€sné¢ po narozeni, ale i v dospélosti, souvisi S
expresi placentalni 11B-HSD2. Funkce tohoto enzymu spociva v konverzi biologicky aktivnich forem
GC na neaktivni. Chronicky matefsky stres zptsobuje vyrazny pokles exprese 113-HSD2 placentou,
plody jsou v takovém piipadé vystaveny silnéj§imu pisobeni matefskych glukokortikoida (Lesage et al.
2007). U¢inky nadmérného ptisobeni GC na plod byly prokazany pomoci pokusii S inaktivaci genu pro
11B-HSD2. Mysi matky homozygotni v inaktivaci genu pro 11p-HSD2 (11B-HSD2(-/-)) produkuji
mensi potomstvo, oproti matkam, které 11B-HSD2 exprimuji (+/+ a +/-). Porodni hmotnosti potomku

se pritom 1isi i v zavislosti na expresi 11B-HSD2 potomkem. Porodni hmotnost 11B-HSD2(+/+)

svvr

do velikosti srovnatelné s velikosti exprimujicich potomk, -/- potomci -/- matek zistavaji v dospélosti
0 20 — 25% leh¢i (Holmes et al. 2006).

Obecné se u stresovanych matek objevuje vzristajici péce o sebe sama (self grooming) a klesajici
péce o potomky (grooming) (Nephew & Bridges 2012). V rozvoji izkostného chovani potomk pfitom
muze byt pée matky rozhodujici. Potomci mysiho kmene BALB/c vykazuji v dospélosti uzkostné&jsi
chovani nez mysi kmene C57BL/6. Matky kmene C57BL/6 jsou pfitom povazovany za pozornéjsi vuci
svym potomkdm oproti matkdm kmene BALB/c. Dostate¢né vynahrazeni matetské péce potomkiim po

navratu do hnizda tak mtze predstavovat prevenci pfed rozvojem Uzkostného chovani. Za vyssi péci
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poskytovanou potomkiim miize byt zodpoveédna vyssi hladina serotoninu (5-HT) (Savignac et al. 2011).
5-HT ptitom muze vazbou na 5-HT7 aktivovat expresi GR v hippokampu. Odpovéd’ na zvySenou
koncentraci GC je pak citlivéjsi a zpétnovazebna inhibice HPA osy rychlejsi. Potomci pozornéjsich
matek v dospélosti vykazuji méné reaktivni HPA osu danou patrné vyssi expresi GR. Kritické obdobi
je pfitom nejspise prvnich 10 dni Zivota. Pozornost matek 1ze zvysit kratkodobou (15 min) separaci (Liu

et al. 2010; Laplante et al. 2002).
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4 Vliv ¢asného stresu na HPA osu
Casny stres je patrné dilezitym faktorem uréujicim reaktivitu HPA osy v dospélosti. Ta je dana mirou
exprese patefnich hormonti, jejich receptort, ale i hormond podilejicich se na jeji regulaci. Samotna

exprese je potom vyznamné ovlivnéna epigenetickymi modifikacemi.

4.1  Vliv prenatalniho stresu na bazalni aktivitu HPA osy dospélych potkanii a mysi

Zda se, ze klidova exprese stresovych hormontl se v dospélosti odviji od povahy prenatélniho stresoru.
Jiz u vychoziho hormonu HPA osy, CRH, jsou v PVN po vystaveni riznym druhtim stresorti u téhoz
kmene laboratornich potkanti, kmene Sprague-Dawley, prokazany odlisné vysledky. Lze fici, ze bazalni
exprese CRH v dospélosti ovlivnéna prenatalnim stresem muize byt. Mira téchto zmén je ale zavisla na
genetickém pozadi, pohlavi a charakteru stresového podnétu. Potomci obou pohlavi potkanti Sprague-
Dawley, jejichz matky byly vystaveny béhem gestace 2x denné po 30 minut hypokinetickému stresu,
Vv dospélosti vykazuji v PVN nizsi bazalni hladinu mRNA CRH oproti kontrolam jedincim (Xu et al.
2014). Po vystaveni matky 10 minutam denné psychosocialnimu stresoru se ptitom hladiny mRNA CRH
v PVN dospélych potomki ani jednoho pohlavi od hladin kontrolnich skupin nelisi (Brunton & Russell
2010). Sam¢i hladina pfitom neni ovlivnéna ani prenatalni malnutrici (Lesage et al. 2002). Kombinace
stresord, které je pregnantni samice vystavena, pak u potomkt rozdilné odpovédi oproti kontrolam
vyvolavat mize, vysledek je ale zavisly na pohlavi jedince. Zatimco u samct, jejichz matky byly béhem
gestace postupné vystaveny nékolika riiznym druht stresorti, bazalni hladina hypothalamického mRNA
CRH v dospélosti ovlivnéna neni, samice vykazuji oproti prenatalné nestresovanym kontrolam hladinu
vyssi (Zohar & Weinstock 2011).

Kombinace stresort v prenatalnim obdobi patrné také tlumi expresi CRH-BP u obou pohlavi. Nizsi
hladina CRH-BP muze negativné ovlivnit sekreci ACTH. Hladina CRH-BP pfitom také doklada vyznam
aktivity HPA osy ve vysledném chovani jedince. Jedinci s deletovanym genem pro CRH-BP vykazuji
uzkostné&jsi fenotyp (Karolyi et al. 1999; Zohar & Weinstock 2011).

Vystaveni matek potkanti Sprague-Dawley 10 minut R-I denné¢ sice patrné nestaci k navyseni klidové
hladiny CRH u jejich potomk, nicméné klidova hladina dalsiho vyznamného stresového hormonu —
AVP je u prenatalné stresovanych samic oproti kontrolnim samicim skupiné vyrazné vyssi. Plisobeni
vy$§i hladiny AVP mutize byt odpovédné za zvysené hladiny mMRNA POMC i ACTH v hypofyze takto
prenatalné stresovanych samic oproti samicim nestresovanym. Stejné tak je oproti kontrolam vyssi i
bazalni hladina kortikosteronu. Takto stresované samice zaroven v dospélosti vykazuji odlisné chovani
oproti prenatalné nestresovanym samicim i oproti samctum (Brunton & Russell 2010). Mezi pohlavimi
jsou pritom v expresi hormond HPA osy rozdily. ProtoZe vystaveni matek 10 minutam psychosocialniho
stresu denné u samcti neovliviiuje bazalni expresi CRH ani AVP, neni piekvapenim, ze také hladiny
POMC, ACTH a kortikosteronu odpovidaji hladinam kontrolni skupiny (Brunton & Russell 2010; Diz-
Chaves et al. 2013; Hashimoto et al. 2001). Vysledek zaroven poukazuje na vyznam AVP pro aktivaci

HPA osy. Také po prodélani malnutrice v prenatalnim obdobi odpovida sam¢i koncentrace volného

12



kortikosteronu koncentraci prenatalné nestresované skupiny. Rozdil nebyl pozorovan, piestoze
prenatalné stresovani dospéli samei vykazuji nizsi koncentraci CBG (Lesage et al. 2002).

Po prenatalni malnutrici je také pozorovana zvysena exprese MR receptoru v CA1 hippokampu, ktera
muze pusobit jako vyrovnavaci mechanismus HPA osy po vystaveni organismu nadmérnému mnozstvi
GC (Lesage et al. 2002). Naproti tomu vystaveni pregnantni matky 10 minut hypokinetickému stresu
denn¢ ma na expresi MR v hippokampu dospélych potomkti obou pohlavi tlumivy ucinek. Dospélé
prenatalné stresované samice maji redukovanou rovnéz expresi GR. Nedostatecnd exprese téchto
receptort a tedy i naruSena negativni zpétna vazba zptsobuje necitlivost HPA osy a mtize vést K jeji

hyperreaktivité (Brunton & Russell 2010).

4.2  Vliv prenatalniho stresu v kombinaci se stresem v dospélosti na HPA osu

Teprve po vystaveni dosp€lého jedince akutnimu stresoru je pozorovan u¢inek nizsi hladiny CBG po
prenatalni malnutrici na koncentraci volného kortikosteronu. Ta je vys$§i po 30 minutach
hypokinetického stresu, oproti koncentraci prenatalné nestresovanych samca. Spolu s vysokou hladinou
MR tak vysoka hladina kortikosteronu pfispiva k rychlejsi zpétnovazebné regulaci HPA osy (Lesage et
al. 2002). Hladina jiného hormonu podilejiciho se na regulaci HPA osy, CRH-BP, je po kombinaci
stresord V prenatalnim obdobi a umisténi zvifete do vyvySeného kiizového bludisté (popsano v kapitole
5.1 Uzkostné chovani) v dospélosti odli§na Vv zavislosti na pohlavi. Zatimco u samcii, kteii byli
prenatalné stresovani, vzrlsta vice nez u samcti kontrolnich, prenatalné stresované samice vykazuji
oproti prenatalné nestresovanym piirastek mensi. Prenatalné stresovani samci tak reguluji aktivaci
exprese POMC rychleji, prenatalné stresované samice pomaleji nez kontrolni skupiny (Zohar &
Weinstock 2011).

Ackoli se bazalni hladiny mMRNA CRH v zavislosti na povaze prenatalniho stresoru lisi, po vystaveni
akutnimu stresu v dospélosti je pozorovana exprese zvySena a nékdy i prodlouzena. Tak je hladina
MRNA CRH jedincti obou pohlavi po kombinaci stresorti v prenatalnim obdobi zvySena po umisténi do
kiizového bludisteé vyrazné vice nez hladina prenatalné nestresované skupiny. Samici odpovéd’ je ptitom
vyrazné&j§i nez sam¢i (Zohar & Weinstock 2011). Vystaveni 2x denné 30 minutam hypokinetického
stresoru u potomku obou pohlavi pak zptisobuje zvysenou a prodlouzenou expresi CRH oproti kontrolni
skupiné. Vyssi a prodlouzena exprese je podminéna demetylacemi CpG dinukleotida v promotoru genu
pro CRH (Xu et al. 2014). Metylace CpG v promotoru, které jsou piikladem epigenetickych modifikaci,
piedstavuji jeden ze zpusobti umlceni exprese gend. Obdobné reaguji v dospélosti na fyzicky stresor v
podobé interleukinu-1p (IL-1B) o koncentraci 500 ng/kg a hypokineticky stresor ptsobici 30 minut
potomci, jejichz matky byly v dobé& gestace denné vystaveny 10 minutam psychosocialniho stresoru. 4
hodiny po aplikaci IL-1B ¢i umisténi zvifete do té€sného prostoru jsou hladiny mMRNA CRH v PVN
vyrazng zvySeny, pricemz hladiny kontrolnich skupin signifikantné zvySeny nejsou. Aktivovana exprese

CRH u prenatalné stresované skupiny mize byt dana také sniZzenou expresi pfedev§im MR hippokampu,
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ktera zptisobuje utlumeni negativni zpétné vazby. Prenatalné stresovani samci vykazuji také zvySenou
hladinu AVP, kontroly ani samice obou skupin pfitom nikoli (Brunton & Russell 2010).

V navaznosti na intenzivné€js$i a déletrvajici pisobeni CRH a AVP je intenzivnéjsi a prodlouzena
exprese i dalsich hormontt HPA osy, ACTH a GC. Prenatalni stres tak patrné zpsobuje hyperreaktivitu
HPA osy. 30 minut trvajici psychosocialni stres v dospélosti zptisobuje u prenatalné psychosocialné
stresovanych samcii oproti samctim prenatalné nestresovanym 2,1 nasobné vyssi hladinu ACTH a 1,5
nasobné vyssi hladinu kortikosteronu. Sami¢i hladina ACTH je oproti kontrolni skupiné vyssi 2,3
nasobng, hladina kortikosteronu pak 1,8 nasobné (Brunton & Russell 2010). Zvysena koncentrace GC
dospélych prenatalné stresovanych (dlouhodoby denni hypokineticky stres — 240 minut v kuse, 3x 45
minut ¢i 10 minut R-I denn&) samci v odpovédi na vystaveni 10pug LPS na kg vahy zvifete ¢i 60
minutam hypokinetického stresoru je oproti zvySené koncentraci prenatalné nestresovanych kontrol

prodlouzena (Hashimoto et al. 2001; Brunton & Russell 2010; Diz-Chaves et al. 2013).

4.3  Vliv postnatalniho stresu na bazalni aktivitu HPA osy dospélych potkani a mysi

Vyrovnavaci mechanismus pomoci zvySené exprese GR a MR je pozorovan nejen po prenatalnim,
ale i po rané postnatalnim stresu. Maternalni separace trvajici 15 minut denné ¢i stres zptsobeny aktivaci
imunitniho systému 0,05mg LPS na kg vahy, aktivuje expresi téchto receptort v hippokampu a frontalni
kafe. Zvysena exprese pokracuje i v dospélosti (Meaney et al. 1984; Amath et al. 2012). Dulezita je
pfitom kvalita matefské péce v raném stadiu zivota. Dostatecnd mateiska péce v prvnim tydnu zivota
potkana sniZzuje miru metylace v promotorech geni GR a jeho transkripéniho faktoru NGFI-A. Vlivem
chronického ¢asného stresu zptisobeného slabsi matetskou pééi vak u potkanich samct ke snizeni miry
metylace v téchto genech nedochazi. Exprese je v dospélosti u skupiny s lepsi matefskou péci vyssi a je
tedy i utlumeni aktivity HPA osy je rychlejsi (Weaver et al. 2004).

Na metylacich v promotoru genu pro CRH se rané¢ postnatdlni stres také podepisuje. Dusledky
metylace se pfitom v dospélosti projevuji, stejné jako po prenatalnim stresu, spise pii odpovédi na akutni
stres. Materndlni separace 4 hodiny denné v prvnich 2 tydnech Zivota se v dospélosti u samct odrazi
pouze nesignifikantné vyssi bazalni hladinou primarniho transkitpu hnRNA CRH v PVN. Postnatalné
stresovani samci pfitom vykazuji o 2,7% niz§i miru metylace v promotoru CRH v PV N oproti kontrolam
(Chen et al. 2012). Bazalni hladina MRNA CRH v PVN postnatalné stresovanych samct odpovida
hladiné samct kontrolnich. Ani sami¢i klidova hladina mRNA CRH v PVN se po prodélani maternalni
separace od hladiny kontrolnich samic neli§i. Nicméné hladina hnRNA CRH je po 4 hodinach
maternalni separace vyznamné vyS$$i. Posttranskripénimi upravami je cast molekul primarniho
transkriptu prevedena na mRNA, ¢ast je degradovana. Postnatalné stresované samice vykazuji
v dospélosti v promotoru pro CRH v PVN oproti postnatalné nestresovanym miru methylace nizsi o
3,1%. Jiz na bazalni urovni jsou tak u samic hypometylace v promotoru patrné. (Chen et al. 2012).

K aktivité¢ HPA osy pfispiva rovnéz exprese AVP. Vystaveni mySich samct 3 hodindim maternalni

separace denné, zptisobuje hypometylaci v enhanceru, regulaéni oblasti zesilujici expresi genu, pro AVP
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Vv parvocelularnich neuronech PVN. Takto postnatalné stresovana skupina vykazuje v PVN i vyssi
hladinu mRNA AVP, zatimco vy$§i hladina mRNA CRH nebyla pozorovana (Murgatroyd et al. 2009).
Vyssi hladina AVP v PVN u samci, ktefi byli maternalné separovani, mize byt, podle jiného autora,
pficinou zmén v chovani (Veenema et al. 2007).

Prave vyssi hladina AVP u takto stresovanych potkant je patrné odpovédna i za vys$si hladinu mRNA
POMC a kortikosteronu. Po aplikaci antagonisty AVP pro V1b receptor hladina POMC i GC u jedincd,
ktefi prosli maternalni separaci, klesa zhruba na hodnotu postnatalné nestresované skupiny (Murgatroyd
et al. 2009). Hladina ACTH 4 hodiny denné maternaln¢ separovanych samic je v dospélosti oproti
samicim, které separovany nebyly, nizsi. | pfes niz$i bazalni hladinu plazmatického ACTH, je ptitom
koncentrace bazalniho plazmatického kortikosteronu v dospélosti u postnatilné stresovanych samic
vyssi (Chen et al. 2012).

3 hodiny trvajici opakovana maternalni separace ovlivituje v PVN hladinu jesté dalSiho hormonu —
oxytocinu. Jeho hladina je v parvocelularnich, nikoli v§ak v magnocelularnich, neuronech laktujicich
samic, které byly pravideln€ separovany od svych matek, oproti postnatalné nestresovanym laktujicim
samicim niz§i. Niz$i hladina oxytocinu se pak maze podilet na vzniku agresivnéjsiho chovani, které

takto stresované samice oproti samicim kontrolnim vykazuji (Veenema et al. 2007).

4.4 Vliv postnatalniho stresu v kombinaci se stresem v dospélosti na HPA osu

Vyznam metylace v promotoru genu pro CRH u dospélych samct pravdépodobné spociva piedevsim
v prodlouzené, a nekdy také zvysSené, expresi po vystaveni stresoru v dospélosti. Dusledkem niZzsi
metylace v promotoru je sice po vystaveni hypokinetickému stresu trvajicimu 30 minut oproti
postnatalné nestresované kontrole pouze nesignifikantné vyssi hladina hnRNA CRH, exprese je ale
prodlouzena. Po 60 minutach trvajicim hypokinetickému stresu je hladina u postnatalné stresovanych
samcu stale zvySena, zatimco hladina kontrolni skupiny je jiz na vychozi hodnoté. Vystaveni stresu
Vv dospélosti ovlivituje hladinu hnRNA, nicméné hladina mRNA ovlivnéna neni. Patrné tedy dochazi
K pted¢asnému ukonceni transkripce (Chen et al. 2012). Rozdil v bazalni hladin¢ hnRNA CRH a jeho
hladin€ po vystaveni hypokinetickému stresovému podnétu trvajicimu 30 minut v dospélosti je u
postnatalné stresovanych samic mensi u nez u postnatalné nestresovanych. Ob¢ skupiny po vystaveni
stresoru vykazuji stejnou hladinu hnRNA CRH, nicméné vychozi hladina postnatalné stresovanych je
vyssi, exprese je ale prodlouzena. Hladiny mRNA CRH ovlivnény prenatalnim stresem nejsou. Stejné
jako u samci se tedy redukce metylace projevuje v prodlouzené expresi po expozici akutnimu stresu
(Chen et al. 2012).

Maternalni separace v kombinaci s psychosocialnim stresem v dospélosti ovliviiuje také hladiny
AVP. Vystaveni mySich samci, ktefi nebyli maternalné separovani, psychosociadlnimu stresu vede
k poklesu hladiny AVP v PVN. Naopak samci, ktefi byli denné 3 hodiny separovani, vykazuji
v pritomnosti residenta vysokou hladinu AVP. Pravé vysoka hladina AVP je pak moZznou pii¢inou méné

uto¢ného a vice uzkostného chovani takto postnatalné stresovanych samct (Veenema et al. 2007).
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Hladiny ACTH u mysi a potkanti dosahuji po vystaveni ¢asné maternalni separaci a hypokinetickému
stresoru v dospélosti riznych hodnot. Moznym vysvétlenim mohou byt genetické piredpoklady.
Juvenilni mysi samci, kteti byli 3 hodiny denné separovani, vykazuji pii agresivnich hrach vyssi hladinu
kortikosteronu. Za vyssi plazmatickou hladinou kortikosteronu nicméné nestoji CRH, nebot’ jeho
hladina v PVN odpovida hlading kontrolni skupiny. Pfi¢inou tak mtize byt vyssi hladina AVP (Veenema
etal. 2007). Dospéli mysi samci, kteti byli na 3 hodiny denn¢ separovani od matky, po 40 a 100 minutach
hypokinetického stresu v dospélosti vykazuji vyrazné vice plazmatického ACTH neZ postnatalné
nestresovani jedinci. Hladiny ACTH po vystaveni hypokinetickému stresoru koreluji s hladinami NA
v PVN. NA ptitom piisobi jako stimulant exprese CRH i ACTH. Moznym vysvétlenim vysoké hladiny
NA v PVN mize byt redukované mnozstvi a, adrenergnich receptori v LC a mozkovém kmeni (Liu et
al. 2000). Naproti tomu dospéli potkani samci, ktefi byli 4 hodiny denné separovani, po vystaveni
akutnimu hypokinetickému stresu v dospélosti rozdil v hladiné ACTH oproti nestresovanym kontrolam
nevykazuji. Nasledna koncentrace kortikosteronu je vSak u postnatalné stresovanych potkant oproti
nestresovanym V dospé&losti vyssi (Chen et al. 2012). U takto stresovanych jedincu tak patrné zaroven
muze dochézet k alteracim v expresi receptort ¢i hormont podilejicich se na regulaci HPA osy.

U takto postnataln¢ stresovanych potkanich samic je rozdil v hladiné mMRNA ACTH a koncentraci

kortikosteronu vétsi nez u samic kontrolnich (Chen et al. 2012).
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5  Vliv ¢asného stresu na chovani v dospélosti

V souvislosti s casnym stresem je Casto sledovano tzkostné a depresivni chovani, nékdy také
autismus a schopnost uceni se v tlohach sledujicich prostorovou orientaci.

Ovlivnéni schopnosti uceni se uloham prostorové orientace Casnym stresem je patrné podminéna
genetickym pozadim. V kombinaci s ¢asnym stresem reaguji i rizné kmeny potkand odlisné. Pokud
byly matky potkanti kmene Wistar béhem gestace vystaveny 30 minutadm hypokinetického stresu denné,
sam¢i potomci v dospélosti v prostorovém uceni vykazuji deficity (Zagron & Weinstock 2006). Mezi
samci, jejichz matky byly béhem gestace denné 45 minut hypokineticky stresovany, a prenatalné
nestresovanymi samci kmene Sprague-Dawley v uceni prostorové orientace v dospélosti pfitom neni
rozdil(Zuena et al. 2008). Samice potkani kmene Sprague-Dawley, které byly vystaveny tomuto
prenatalnimu stresu se, oproti kontrolnim samicim, v dospélosti v tilohach na prostorovou orientaci uci
1épe (Zuena et al. 2008). U potkanich samic kmene Wistar po prodélaném chronickém prenatalnim
stresu prostorové uéeni ovlivnéno neni (Zagron & Weinstock 2006). Obecné tedy po tomto typu stresu
dosahuji samice v tlohdch na prostorové uceni lepsich vysledkd nez samci.

Vyznamnou mozkovou strukturou spjatou s prostorovym ucenim je hippokampus. Dorzalni ¢ast
souvisi s u¢enim a paméti, ventralni s limbickym systémem a emocemi. Prenatalné stresovani samci,
jejichz matky byly v dobé gestace vystaveny 3x 45 minutdm hypokinetického stresu, maji oproti
kontrolam sniZzenou neurogenezi v gyru dentatu, naopak hladina mozkového neurotrofického faktoru
(brain derived neurotrophic factor, BDNF) je zde oproti kontrolni hlading vys$§i. Ventralni hippokampus
prenatalné stresovanych dospélych samcl obsahuje méné mGlul receptorti, které podporuji
neurogenezi. Vysoka hladina BDNF tak muze fungovat jako vyrovnavaci mechanismus snizené
neurogeneze. Jedinci jsou uzkostnéjsi, vysledky v tllohach na prostorovou orientaci ptitom odpovidaji
kontrolnim vysledkim. Pozitivni zp&tnovazebna smycka mezi BDNF, neurogenezi a prostorovym
uéenim je tak patrné narusena. Naopak ventralni a dorzalni hippokampus prenatalné stresovanych samic
obsahuje vice mGlul receptort oproti kontrolnim sami¢im hippokamptim, prenatalné stresované samice
jsou mén¢ uzkostné a Vv ulohach prostorové orientaci se u¢i Iépe. Neurogeneze ani hladina BDNF u
samic neni prenatalnim stresem ovlivnéna (Zuena et al. 2008).

Pamét, ale také ueni a dalsi kognitivni schopnosti zahrnujici komunikaci s ostatnimi jedinci, je u
dospélych samcti kmene Wistar poSkozena rovnéz jednorazovou aplikaci 100ug LPS na kg vahy matky
v 9. dni gestace. Chovani samic¢ich potomkt ovlivnéno neni. Pfiznaky i prevalence odpovidaji autismu
u Cloveka, kdy jsou castéji postizeni muzi. Autisticti jedinci vykazuji abnormality a deficity ve
spolecenském chovani a kognitivnich schopnostech, pro celkové chovani jsou charakteristické Casto se
opakujici vzorce. Analyza mozku ukdzala o Ctvrtinu niz$i hladinu tyrosinhydroxyldzy ve striatu.
Hydroxylaci 3. uhliku benzenového jadra tyrosinu vznika dihydroxyfenylalanin, prekurzor dopaminu.

Dopamin je pfitom ve striatu takovych potkanti redukovan (Kirsten et al. 2010; Kirsten et al. 2012).

17



5.1  UzKkostné chovani

Uzkostnosti se rozumi ,,psychologicky a fyziologicky stav a jim odpovidajici chovani zptisobené
skute¢nym a potencialnim ohrozenim pieziti a zdravi* (Steimer 2002). Kazdé zvife je ptitom nuceno se
neustale potykat s vyhodnocovanim bezpecnosti okolniho prostiedi. Na jedné stran¢ vnitiniho sporu
stoji potifeba prozkoumat, na druhé pud sebezachovy a potieba drzet se v bezpeci (Fonseca & Massoco
2002).

Megan Holmes se svym tymem V roce 2006 hledala odpovéd’ na otdzku, zda fetalni programovani
chovani souvisi se zménami hladin mateifské ¢i fetoplacentdlni 11BHSD2. Pouzitim mysi
heterozygotnich v expresi 11BHSD2(+/-) davajicich potomky +/+, +/- a -/- a homozygotnich mysi typu
11BHSD2(+/+) a 11BHSD2(-/-) prokazali, ze 11BHSD2(-/-) potomci matek +/- nebo -/- matek vykazuji

vice uzkostné chovani nez jejich +/+ sourozenci (Holmes et al. 2006).

5.1.1 Uzkostné chovani a &asny stres

U laboratornich zvitat je uzkostné chovani hodnoceno pomoci nékolika modelovych situaci. Prvni
Z nich je test otevieného pole (open field test, OFT). Hodnocen je Cas straveny v osvétleném centru
arény a aktivita zvifete. Pfedpoklada se, Ze odvaznéjsi zvifata travi vice ¢asu v centru arény, zatimco
uzkostné&jsi jedinci se drZi spiSe pfi sténé a centru se vyhybaji. Pohyb v centru otevieného prostoru zavisi
také na intenzit¢ osvétleni. Pfi slabém osvétleni travi postnatalné stresovani mysi samci v centru arény
vice ¢asu nez nestresovani. Vysvétlenim mtze byt podle George prevladnuti potieby prozkoumavat.
Naopak pii intenzivnéj$im osvétleni travi samci, ktefi byli opakované odlouéeni od matky, vice ¢asu na
okraji. (George et al. 2010).

Dalsi metodu piedstavuje umisténi zvifete do tzv. vyvySeného kiiZzového bludisté (elevated plus
maze, EPM), které je vybaveno obvykle dvéma na koncich uzavienymi a dvéma otevienymi rameny.
Variaci predstavuje vyvysené kruhové bludiste (elevated zero maze, EZM). EZM je tvofeno kruhovou
drédhou a neobsahuje prostor mezi rameny, ve kterém by zvifeti bylo umoznéno dlouhodobé¢ travit ¢as
(viz Obrazek 4) (Heredia et al. 2013). Vyvysena bludisté opatiena kamerou poskytuji moznost sledovat
nékolik parametrti uzkostného chovani. Jednim ze sledovanych parametrti je pocet nahlédnuti a vstupt
do otevienych i uzavienych ramen. V prubéhu testu vyvyseného bludisté dochazi obecné u viech zvifat
prenatalné stresovanych i nestresovanych, k postupnému sniZzovani vstupti do otevienych ramen EPM
(Savignac et al. 2011; George et al. 2010).

Je také hodnocen ¢as straveny vramenech, pohybova aktivita zvifete, mnozZstvi exkrementt
vyloucenych zvifetem béhem testu, latence pro vstup do ramen, ¢ili doba, kterou zvife potfebuje, nez se
odhodla do ramene vstoupit.

Rozvoj tizkostného chovani v souvislosti s prenatalnim stresem zavisi na pohlavi jedince. Ukazuje
se, ze u samcu piili§ nezalezi na povaze prenatalniho stresoru, naopak pro rozvoj tizkostného chovani
samic povaha prenatalniho stresoru dulezitym parametrem je. Samci potomci matek, které byly

vystaveny 3x denné 45 minutam nebo 1x denné 10 minutam R-1, elektrickému Soku do chodidla nebo
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240 minut denné restraint stresu vykazuji delsi latence ke vstupu do otevienych i uzavienych ramen
EPM. Celkovy pocet vstupt i pocet vstupti do otevienych ramen je u prenatalné stresované skupiny
nizsi (Zuena et al. 2008; Brunton & Russell 2010, Kohman 2008).

Naopak pokud byly matky vdruhé polovingé gestace vystaveny 3x denné 45 minutam
hypokinetického stresoru, samié¢i potomci vykazuji oproti prenatalné nestresovanym vice cCasu
Vv otevienych ramenech a tedy méné uzkostné chovani (Zuena et al. 2008). Samice, jejichz matky byly
b&hem gestace opakované po dobu 10 minut umistovany do klece laktujici samice, pfitom V tizkostnosti
oproti prenatalné nestresovanym nevykazuji rozdil. Jiz pfed testovanim vSak prenatalné stresované
samice vykazuji vyssi aktivitu nez prenatalné nestresované kontrolni samice i nez samci. Pfi¢inou mtize
byt vyss§i bazalni hladina AVP (Brunton & Russell 2010).

Dospéli mysi samci, kteti byli denné 3 hodiny separovani od matky, vstupuji méné Casto do
otevienych ramen EPM neZ postnatalné nestresovani samci. Do uzavienych ramen vsak jedinci, ktefi
byli separovani, vstupuji Castéji. V uzavienych ramenech EPM takto postnatalné stresovani samci
vykazuji vys§i pohybovou aktivitu, v otevienych ramenech neni rozdil oproti kontrolni skupiné.
Hyperreaktivita pretrvavajici i druhy den dle George poukazuje na to, ze se nejednd o bezprostiedni

reakci na nové prostredi (George et al. 2010).

Copyright © 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Drug Discovery

Obrazek 4 Modelové situace 4 typu, a test otevieného pole, b vyvysené kiizové bludisté, ¢ vyvysené kruhové bludiste, d
light/dark box (ze 2/3 tvofen osvétlenym prostorem, z 1/3 skysi). Pievzato z Cryan & Holmes 2005

5.1.2  Vliv ¢asného stresu na centralni regulaci spjatou s izkostnym chovanim
Zatimco v hypothalamu GC expresi CRH inhibuji, v amygdale ji aktivuji (Shepard et al. 2000). Pravé

vysoka hladina CRH v amygdale miize byt podle Sheparda a Myerse odpovédna za regulaci tizkostného
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chovani. U potkanti kmene Wistar-Kyoto byla pozorovana vyssi bazalni hladina CRH v amygdale a po
vstupu do EPM tzkostnéjsi chovani nez u kmene Fisher (Shepard & Myers 2008).

Hladina CRH v amygdale je ovlivnéna prenatalnim stresem, ucinek rané postnatalniho vSak neni
pozorovan. Dospéli potkani, jejichz matky byly denné vystavovany 10 minutam hypokinetického ¢i
psychosocialniho stresu denné v dobé& gestace, vykazuji v klidu oproti prenatalné nestresovanym
kontrolam vys$si hladinu CRH v CeA amygdaly (Brunton & Russell 2010; Zohar & Weinstock 2011).
Hladina CRH dospélych samct, kteti byli vystaveni LPS ¢i denné 3 hodiny separovani od matky,
odpovida hladiné samci kontrolnich (Wang et al. 2012; Chen et al. 2012).

Dtlezitym faktorem regulujicim vznik uzkostného chovani jsou kortikoliberinové receptory CRHR1
a CRHR2. Obecné mysi s vyfazenym genem pro CRHR1 vykazuji méné uzkostné chovani. Jeho funkce
vSak neni Cisté anxiolyticka, v n€kterych oblastech mozku mtize mit i opacnou ulohu. Selektivni vypnuti
funkce genu pro CRHR1 v dopaminergnich neuronech stfedniho mozku je asociovano S
vyrazngj$im tzkostnym chovanim, pticemz dochazi k oslabeni dopaminovych drah v prefrontalni ktife.
Naopak mysi s vyfazenym genem V glutamatergnich neuronech piedniho mozku vykazuji méng
uzkostné chovani a oslaben je synapticky pfenos v amygdale a hippokampu (Refojo et al. 2011; Wang
et al. 2012). Potomci matek vystavenych v dobé gestace kombinaci stresorii denné vykazuji rozdily
Vv zavislosti na pohlavi. Zatimco samci maji v dospélosti v CeA v klidu niZs§i hladinu CRHR1 oproti
prenatalné nestresovanym kontrolam, hladina samicich receptorti neni prenatalnim stresem ovlivnéna.
Naopak umisténi samce do EPM nevyvold zménu v expresi ani u jedné skupiny, samice, které byly
prenatalné stresovany vSak exprimuji CRHR1 vice neZz samice prenatalné nestresované (Zohar &
Weinstock 2011). Vazba CRH na CRHR1 v amygdale iniciuje hydrolyzu endokanabinoidu anandamidu.
Pravé anandamid mize uzkostné chovani i reaktivitu HPA osy tlumit (Gray et al. 2015).

Stejné tak maze na uzkostné chovani a aktivitu HPA osy pusobit inhibi¢né vazba CRH na receptor
CRHR2 v amygdale (Bale et al. 2000). Samice, které byly prenatalné stresovany, vykazuji vyssi aktivitu
HPA osy i tzkostn&jsi chovani nez samice nestresované i nez ob¢ samci skupiny. Hladina CRHR?2 je
pfitom pravé u takovych samic redukovana. V amygdale prenatalné stresovanych samcu je CRHR2
exprimovano ve vy$§i mife oproti amygdale samcti prenatalné nestresovanych. Po vstupu do EPM
dochazi u obou skupin ke zvySeni jeho exprese (Zohar & Weinstock 2011).

Sami¢i bazalni exprese regulaéniho CRH-BP vamygdale neni ovlivnéna 45 minutami
hypokinetického stresu pregnantni matky, nicméné po vstupu do EPM vzristd. U prenatdlné
stresovanych samct je v klidu hladina nizsi oproti kontrolam, po vstupu do EPM se mira exprese CRH-
BP vamygdale neméni. V PVN je klidova exprese CRH-BP v dospélosti u samcii vystavenych
V prenatalnim obdobi riiznym stresorm oproti prenatalné nestresovanym nizsi. Stejné tak je i u samic
po kombinaci stresorti v prenatalnim obdobi klidova exprese CRH-BP v dospélosti v PVN niz§i oproti
prenatalné nestresovanym kontrolam (Zohar & Weinstock 2011).

Pri¢ina tzkostného chovani muze vézet také v aktivité mozkovych bun€k imunitniho systému. Kromeé

mikroglii je v my$im mozku ptitomen jesté 1 typ imunitnich bunék — mastocyty. Jejich degranulace je
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aktivovana pravé hormonem CRH. Granula zirnych bunék obsahuji celou fadu cytokind, ale i histamin
a serotonin, které pravé mohou mit anxiolytické ucinky a podporovat neurogenezi (Theoharides et al.
1996). Jsou lokalizovany ptedev$im v oblastech thalamu a hippokampu (Nautiyal et al. 2008). Mysi
deficientni v centralnich mastocytech ¢i s blokovanymi mozkovymi zirnymi bunkami vykazuji vice
uzkostné chovani nez kontroly s fungujicimi zirnymi bunkami. (Nautiyal et al. 2008; Lytinas et al.
2003).

5.2 Depresi podobné chovani

Na zaklad¢ testu nucené¢ho plavani (forced swim test, FST), kdy je zvife umisténo do valce s vodou,
jsme schopni rozlisit 3 typy lokomoce. Pii aktivnim plavani jsou zapojeny do pohybu vSechny
koncetiny, mirné plavajici zvite pouziva pouze 1 ¢i 2, zvite imobilizované neplave, pouze se snazi udrzet
hlavu nad vodou. Imobilita je v tomto piipadé¢ interpretovana jako depresi podobné chovani. Stresovana
zvitata vydrzi mime plavat krat$i dobu nez zvifata nestresovana a dels$i dobu stravi v imobilizovaném
stavu (George et al. 2010). Mysi samci, ktefi byli v prvnich 10 dnech po narozeni po dobu 3 hodiny
denné separovani od matky, jsou, oproti nestresovanym kontroldm, v dospélosti pii FST vice imobilni
(Murgatroyd et al. 2015).

Jinou metodu umoziujici hodnotit depresi podobné chovani piedstavuje test preference sacharézy.
Zvite je umisténo do prostoru se dvéma lahvemi, jedna obsahuje 1% sachar6ozu, druha pouze vodu.
Zdravy jedinec vybira pfednostné lahev se sachardzou, lhostejnost vic¢i vybéru, tedy zde anhedonie, je
u zvifat povazovana za projev depresivniho chovani.

Vysledky experimentd poukazuji na souvislost deprese podobného chovani a piitomnosti cytokinu
znamého jako tumor nekroticky faktor o (tumor necrosis factor, TNFa) a jeho receptori dvou typu
(tumor necrosis factor receptor 1, TNFR1; tumor necrosis factor receptor 2, TNFR2) v mozku. U
potkand je TNFR1 vystavovan na povrchu astrocytt, oligodendrocytu i mikroglii. Pouze pro mikroglie
je charakteristicka i pfitomnost TNFR2 (Dopp et al. 1997). Zvitata s knocknoutovanymi TNFR1 nebo
TNFR2 jsou vice mobilni nez zvifata kontrolni. Rozdil v mobilité oproti kontrolam je vyraznéjsi u
homozygotl neexprimujicich TNFR1. V testu preference sachar6zy se jevi jako méné lhostejné mysi,
které neexprimuji TNFR2. Souvislost TNFa s depresi podobnym chovanim vysvétluje Simen dvéma
teoriemi, metabolismem 5-HT v hippokampu a redukovanou neurogenezi V hippokampu a
subventrikularnim jadie. V hippokampu zvifat, ktera maji chronicky zvysenou hladinu TNFa, je 5-HT
mén¢ dostupny. Naopak akutni vzrist hladiny TNFa zvySuje dostupnost 5-HT. Teorie redukované
neurogeneze je opiena o studie objemu lidskych hippokamput (Hayley et al. 1999; Simen et al. 2006).

Hippokampus potkanich samct, jejichz matky byly v dobé gestace 3x denné 45 minut hypokineticky
stresovany, vykazuje o 45% nizsi schopnost proliferace oproti schopnosti proliferace hippokampu
prenataln€ nestresované skupiny. Vys§i hmotnost nadledvin pak poukazuje na hyperaktivni HPA osu
(Lemaire et al. 2000). Hyperaktivita HPA osy se na depresi podobném chovani pritom muze také podilet

(Zhu et al. 2014). V hippokampu takto prenatalné stresovanych mysich samcti jsou pozorovany vyssi
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bazalni hladiny pravé mRNA TNFa a mMRNA IL-1p. Po aplikaci pyrogenu dospélym jedinctim dochazi
k signifikantnimu vzrastu hladiny TNF-a pfitom pouze u prenatalné stresovanych jedinct.. Hladina IL-
1B se v hippokampu zvysuje nezavisle na prenatalnim stresu (Diz-Chaves et al. 2013).

U dospélych potkanich chronicky stresovanych samct, u kterych, na zakladé vysledkt z testu
preference sacharozy, dochazi ke vzniku a prohlubovani depresi podobného chovani, je sledovan
postupny ubytek v hippokampalnim objemu. Rychlost ubytku je vétsi pro levy hippokampus (Luo et al.
2014). U mysi je levy hippokampus, konkrétné oblast CA3, dulezita struktura pro vznik dlouhodobé
paméti, na molekularni trovni pfedstavované mechanismem dlouhodobé potenciace (long-term
potentiation) Za ukladani kratkodobé paméti, kratkodobé potenciace (short-term potentiation) jsou
odpovédné CA3 oblasti obou hemisfér (Shipton et al. 2014). Pyramidové neurony
hippokampalnich oblasti CA1 a CA3 po prvnim mésici zivota vykazuji u mySich samcti s deletovanym
genem pro TNF-a fidsi vétveni, pfitom hippokampus takovych jedinct vykazuje dospély fenotyp (Golan
et al. 2004). Po prostorovém uceni (spatial learning, visible platform trainig) je u mySich samci bez
TNF-a vlevém i pravém hippokampu vyssi hladina NGF. V hladindich BDNF neni rozdil. NGF
navozuje bunétné déleni, BDNF podporuje v riznych oblastech mozku vétveni, axonalni rist,
V hippokampu pak i tvorbu synapsi (Golan et al. 2004). Potkani samci, ktefi byli denn¢ 3 hodiny
separovani od matky, vykazuji v dospé€losti vyssi hladinu kortikosteronu v krvi a NGF v hippokampu
neZz samci postnatalné nestresovani. Vys$s$i hladina NGF v ¢asném obdobi mlze piedstavovat
vyrovnavaci mechanismus za naruSeni a s dal§im vyvojem se patrné srovnava na kontrolni hladinu
(Daniels et al. 2010).
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6  Vliv ¢asného stresu na imunitu
Pojem imunita ptfedstavuje soubor rozmanitych mechanismt slouZicich organismu K rozpoznavani
télu vlastnim, obrané¢ proti cizim a degradaci vlastnich, nefunkcnich castic. Pfili§ intenzivni,
dlouhotrvajici nebo nespravné pouzité reakce ¢i dokonce reakce zaméfené proti vlastnim tkanim vSak
mohou organismus spiSe poskodit, proto jsou pro télo rozmanité mechanismy regulujici imunitni
odpoveédi nezbytné. Za piiklad imunomodulacniho mechanismu Ize povazovat prave i stresovou reakci,
pfiCemz v zavislosti na intenzit¢ mize pusobit na imunitni systém protichidnym zptisobem. Nizké
davky endogennich aktivnich GC ptisobi obvykle na imunitni systém stimulacné a prozanétlive, zatimco
chronicky stres, vysoké davky GC ¢i syntetické GC, jakym je napt. dexamethason, imunitni reakce
organismu naopak tlumi (Dhabhar 2014).
Ve vyvoji imunitniho systému existuji znacné mezidruhové rozdily dané délkou prenatalniho i
postnatalniho vyvoje. Tak napiiklad kolonizace thymu a vyvoj lidskych T-lymfocytt za¢ina v prvnim
trimestru, zatimco u mysi se tentyz proces odehrava az od pozdni poloviny gestace (Holladay &

Smialowicz 2000).

6.1 Cytokiny
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o . glukokortlkmdy podporovana. Prevzato z Sternberg 2006
INFy aktivuje expresi TNFR2 a

TNFR1 v mikrogliich, TNFR1 pak i v oligodendrocytech a astrocytech (Simen et al. 2006).
Casto jsou cytokiny na zakladé podpory zanétlivé odpovédi rozdélovany do dvou skupin, mezi
kterymi ale neexistuje striktni hranice. Do skupiny prozanétlivych cytokind je ¢asto fazen TNFa, I1L-1B,

ale i interleukin-6 (IL-6). Prace Opal & DePalo a Zhang & An ale upozortiuji, Ze pravé IL-6 zaroven
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muze prozanétlivé cytokiny inhibovat a fadi se tak rovnéz mezi cytokiny protizanétlivé (Opal & DePalo
2000; Zhang & An 2009).

Rada lymfatickych organd exprimuje enzym 118-HSD1, exprese 118-HSD1 je podporovana cytokiny
charakteristickymi pro Th2 buiky, jakymi jsou a interleukiny 1B a 4, a tlumena Th1 cytokiny, napf.
INFy (Tomlinson et al. 2004). Sama 11B-HSDI1 pisobi inhibi¢né na expresi prozanétlivych cytokinii

~~~~~

et al. 1996).

6.1.1 Vliv ¢asného stresu na prozanétlivé cytokiny

Pozorovanim juvenilnich potkanich samcti v 7. tydnu Zivota a dospé€lych potkanich samcti v 6. mésici
zivota byl vysledovan vliv ¢asného stresu na vyvoj imunitniho systému. V bazalni plazmatické hladiné
IFN-y neni rozdil mezi prenataln¢ stresovanymi, jejichz matky byly 3x denné vystavovany
hypokinetickému stresu, a prenatalné nestresovanymi potkanimi samci V juvenilni fazi zivota ani
v dospélosti. V perifernich buiikach imunitniho systému je vSak Vv bazalnim stavu obsah INF-y
v dospélosti u prenatalné stresovanych oproti prenatalné nestresovanym vétsi. Tyto bufiky mohou byt
aktivovany rostlinnym lektinem fytohemaglutininem. U mladych samct po aplikaci fyohemaglutininu
vliv prenatalniho stresu na hladinu IFN-y nebyl zaznamenan. V dospélosti vsak fytohemaglutinin
zpisobuje u prenataln€ stresovanych samcii oproti prenatalné nestresovanym vétsi produkci tohoto
cytokinu. Moznou pii¢inu zvysené exprese IFN-y muze byt aktivita NK a CD8" bun¢k (Vanbesien-
Mailliot et al. 2007).

Exprese interleukinu 5 (IL-5) je v perifernich bufikach imunitniho systému mladych prenatalné
stresovanych samcii oproti nestresovanym v klidu zvysena, v hladin€ IL-6 nevykazuji skupiny rozdil.
Mladi samci, ktefi byli prenatalné stresovani, po aktivaci rostlinym lektinem fytohemaglutininem
vykazuji vice IL-5 a IL-6 oproti mladym prenatalné nestresovanym samctim (Vanbesien-Mailliot et al.
2007).

Také v centralni nervové soustavé (CNS) jsou zanétlivé odpovédi ovlivnény prenatalnim stresem.
Zanét v CNS pritom muize souviset se vznikem depresi podobného chovani. V dospélosti v bazalnim
stavu vykazuji prenataln¢ stresovani mysi samci, jejichz matky byly vystaveny 45 minutam
hypokinetického stresu denné, vys§i hladinu TNFa, a IL-1B v gyru dentatu a CA1 hippokampu oproti
prenatalné nestresovanym. V reakci na LPS dochazi u obou skupin ke zvysSeni hladin TNFa a IL-1f.
Pfi¢inou vy$8i hodnoty rozdilu v hladinach TNFa u prenatalné stresované skupiny muze byt vyssi
aktivita mikroglii. Vyssi hladiny téchto cytokinti v hippokampu mohou zptisobovat depresi podobné
chovani (Diz-Chaves et al. 2013). Hladina IL-1B v kortexu je u mysi obou pohlavi, jejichz matky byly
denné uzavirany na 240 minut do tésn¢ho prostoru, asi dvojnasobné¢ veétsi neZz u prenatalné
nestresovanych. V obou pfipadech je reakce samcl dvojnasobna oproti reakci sami¢i (Kohman et al.
2008).
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6.1.2  Vliv ¢asného stresu na protizanétlivé cytokiny

Hladiny mRNA protizanétlivého IL-10 v perifernich imunitnich bunikach u mladych samcti nejsou
ovlivnény vystavenim matky v dobé gestace 3x denné 45 minutdm hypokinetického stresoru. Hladina
MRNA IL-2 vsak je po prenatalnim stresu oproti kontrolni hladiné u mladych potkant nizsi. Ani jeden

z cytokint neni ovlivnén aplikaci fytohemaglutininu (Vanbesien-Mailliot et al. 2007).

6.2 Nespecificka sloZzka imunity

Mechanismy imunitniho systému Ize rozd¢lit na zaklad¢ adaptivnosti. Vyvojove starsi je neadaptivni
slozka imunitniho systému tvofena souborem bun¢k a hormont, které jsou v organismu na patogeny jiz
pfedem pfipravené. Neadaptivni, nebo také vrozené, imunitni mechanismy reaguji s evolucné
konzervovanymi patogennimi strukturami. Neadaptivni slozku imunity tvofi buiiky fagocytujici,

napiiklad makrofagy, a cytotoxické buiiky, jakymi jsou granulocyty a NK buiiky.

6.2.1 Vliv ¢asného stresu na nespecifickou slozku imunity

Alteraci vyvoje vlivem casného stresu kromé& vyvoje hladin cytokinid doklad4d i vyvoj slozeni
imunitnich bunék. Opakovana aplikace mirného elektrického proudu do chodidel pregnantni mysi
matky mize ovlivnit procentualni zastoupeni makrofagli vii€i ostatnim perifernim imunitnim buiikdm
jejich potomkti. Potomci takovych matek vykazuji po aplikaci proudu 30. dne zivota vyssi procentudlni
zastoupeni makrofagli, nez jedinci, ktefi prenatdlné stresovani nebyli ¢i byli stresovani pouze
postnatalné. Nicméné po aplikaci v dospé€losti, 60. dne Zivota, je pramérné procentualni zastoupeni
makrofagt u skupiny, ktera byla stresovana i prenatalné, nejnizsi (22 + 5%). Nejvys$sim procentualni
zastoupenim pak oplyva skupina pouze postnatalné stresovanych samcti (56 = 6%) (Fonseca & Massoco
2002).

Rozdily jsou ale pozorovany i mezi vékove si odpovidajicimi potkany. Dospéli, 5-6 mésici staii,
samci potkanti kmene Long-Evans, jejichz matky byly vystaveny v dobé gestace 2 hodiny R-1 stresu
denné, vykazuji vétsi mnozstvi granulocytt v krvi oproti kontrolnimu prenatalné nestresovanym
jedinciim. Mnozstvi a aktivita monocytil a pfirozené zabijejicich bun€k (natural killers, NK) je oproti
kontrole nizsi (Gotz et al. 2007). Zajimavé je, Ze u Sestimési¢nich potkanich samcti kmene Sprague-
Dawley, jejichz matky byly v dobé& gestace vystaveny 3 x denné 45 minutam hypokinetického stresu,
jsou v dospélosti NK buriky v bazalnim stavu pfitomny ve vét§im mnoZstvi oproti prenatalné
nestresované kontrole (Vanbesien-Mailliot et al. 2007). Vysledny pomér poc¢tu NK bunék prenatalné
stresovanych jedinct vic¢i poctu NK bunék prenatalné nestresovanych kontrol je opacny, pfestoze se
s informacemi o genetickém pozadi jsou v tomto ptipad¢ patrné klicovymi daji pfi zkoumani vlivu
prenatalniho stresu na dospély fenotyp.

Byl rovnéz pozorovan vliv prenatalniho stresu na reaktivitu imunitnich bun€ék CNS. Prenatalné
stresovani mysi samci, jejichz matky byly 3x denn¢ vystaveny 45 minutam hypokinetického stresu, sice

vykazuji stejné mnozstvi imunoreaktivnich astrocyti a mikroglii v CAL hippokampu, oproti kontrolni
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skupiné ale vykazuji vétsi procento reaktivniho fenotypu v gyru dentatu. Po aplikaci LPS se pocet
imunoreaktivnich mikroglii u prenatalné stresovanych samcii v gyru dentatu zvysuje, u nestresovanych

ke zvySeni poétu nedochazi (Diz-Chaves et al. 2013).

6.3 Specificka sloZka imunity

Enzym 11B-HSD1 je exprimovan v CD4*, CD8" T-lymfocytech i v B-lymfocytech (Zhang et al.
2005). V CD4" bunkach GC indukuji expresi IL-2 a IFN-y (Zhang et al. 2005). Pfitomnost IFN-y spolu
s interleukinem 12 (IL-12) rozhoduje o diferenciaci pomocnych T-lymfocytt (T-helpers, Th). Tyto
cytokiny jsou produkovany ptedevSim makrofidgy a dendritickymi bunikami. Podporuji diferenciaci
prekurzorovych CD4* bunék v Th buiiky prvniho typu (Thl), zatimco brani diferenciaci v Th buiiky
druhého typu (Th2). IL-4 podporuje diferenciaci v Th2 buiiky a inhibuje difereciaci v Thl. Oba typy
bun¢k dale diferenciaci ve sviij typ podporuji pozitivné zpétnovazebnou produkci téchto hormond.
V proliferaci T-lymfocyttd hraji GC dilezitou roli, zatimco v nizké koncentraci mohou pusobit
stimula¢né na proliferaci, vysoké koncentrace spousti obvykle GC-indukovanou apoptoézu (Pascuan et

al. 2014).

6.3.1 Vliv ¢asného stresu na specifickou sloZku imunity

GR v cytoplazmé spoustéji kinazové signalizaéni drahy, nebo interaguji pfimo Vv jadte s elementem
odpovidajicim na glukokortikoidy (glucocorticoid-response element, GRE) v oblasti promotoru.
Rovnéz samotné GR bez navazanych GC mohou interagovat s riiznymi oblastmi DNA, vyvoléavaji
remodelaci chromozomu, ktera usti bud’ v aktivaci ¢i supresi exprese riznych genli a mohou vést
k apoptoze T-lymfocyti v thymu (Baschant & Tuckermann 2010).

Umisténi matky v dobé gestace 3x denné po dobu 45 minut do té€sného prostoru mize byt piic¢inou
vy§§iho bazalniho mnozZstvi CD8" T-lymfocytd a B-lymfocyti saméich potomka oproti samcim
prenatalné nestresovanym. Prenatalné stresovana skupina disponuje tedy i vy$sim pomérem CD8*/CD4*
oproti skupiné prenatalné nestresované. Pravé piitomnost CD8* ve vétsim mnozstvi muze souviset
s vys§i hladinou INF-y po aplikaci fytohemaglutininu (Vanbesien-Mailliot et al. 2007). Mnozstvi a
aktivita pomocnych CD4" a cytotoxickych CD8* T-lymfocyti a B-lymfocyti potomk® matek, které byly
po celou dobu gestace umistovany na 2 hodiny denné do teraria jinych samic, je oproti mnozstvi
prenatalné nestresovanych jedinci nizsi (G6tz et al. 2007). Pfi¢inou jiného mnozstvi a aktivity CD8* je
patrné pozménéna selekce v thymu, ktery je inervovan noradrenergné, ale reaguje i na pfitomnost
aktivnich GC (Vanbesien-Mailliot et al. 2007, Gotz et al. 2007). U prenatalné nestresovanych mysich
samic pisobi kortikosteron v nizké koncentraci pozitivné na proliferaci T-lymfocytt v lymfatickych
uzlinach, naopak vysoké koncentrace plisobi negativné. Proliferace bunck prenatalné stresovanych
samctl, jejichz matky byly vystavovany 2 hodiny denné hypokinetickému stresu, pozitivné ovlivnéna
neni, avsak inhibice proliferace je pfi vysoké koncentraci oproti kontrolam jesté vyraznéjsi. Adrenalin
a noradrenalin ptisobi stimula¢né€ na T-lymfocyty také pouze u kontrolnich jedincti. Rizny u¢inek muize

byt dan mnozstvim glukokortikoidnich receptorti (Vanbesien-Mailliot et al. 2007, Pascuan et al. 2014).
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Humoralni slozku specifické imunity ptedstavuji signdlni molekuly zvané imunoglobuliny. O
ucincich ¢asného stresu na humoralni imunitu neni pfili§ zndmo, nicméné v ¢lanku Franze Veru jsou
shrnuty rozdily ve vysledcich po prodélani stresoru rizného charakteru, podle Sobrian 1992 by méla
aplikace elektrického proudu do chodidel matek béhem gestace zptisobit niz$i hladinu plazmatického
IgG novorozenych samic, samic v prvnim tydnu Zivota a béhem odstaveni (Veru et al. 2014). U mladych
(3 tydny zivota) ani dospélych potkanich samcti po vystaveni matky 3x denné 45 minutam
hypokinetického stresu béhem gestace neni ovlivnéno mnozstvi ani zastoupeni protilatek typu IgGl,
1gG2a, 1gG2b, 19gG2c, IgM a IgA v krvi (Vanbesien-Mailliot et al. 2007). Vystaveni matky 2 hodinam
hypokinetického stresu vS§ak ma vliv na protilatkovou odpovéd’ na akutni psychicky stresor dospélych
sami¢ich potomku. Zatimco u prenatalné nestresovanych mysich samic hypokineticky stres matky
zvySuje mnozstvi IgG protilatek v krvi, prenatalné stresovana skupina vykazuje v mnozstvi IgG pokles
(Pascuan et al. 2014).
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7  Zavér

Od antického Recka, kdy Hippokrates na pfelomu 5. a 4. stoleti pfed nasim letopo&tem poprvé rozlisil
u Cloveka 4 typy temperamentu dané prevladajici t€lesnou st'avou, ub¢hla fada staleti. Dnes se ukazuji
nejen u Cloveka, ale i spousty ostatnich obratlovetl, znacné povahové rozdily. Jsme schopni jiz alespoii
¢asteCné objasnit pric¢iny odlisnych fyzickych i psychickych reakci jedinct a jejich vngjsi projevy, tieba
praveé v zatézovych situacich. Molekularni genetika a pfibuzné obory také vyvraci predstavy, Ze nelze
nez se smifit s tim, co bylo jedinci pfi poceti dano do vinku. Ukazuje se, Ze epigenetické modifikace
umoziuji, ackoli nikterak pruzné, pfizpisobeni organismu ur¢itym podminkdm. Dochézi k metylacim v
oblasti promotoru a vazb& proteind v regula¢nich oblastech genti. Tyto a dal§i mechanismy znemoziuji
nebo naopak aktivuji expresi pfislusného genu. Tak se u jedince, ktery byl v ran¢ postnatalnim zivote
pravideln¢ a opakované po delsi ¢asovy usek odlouc¢en od matky, snizi mira metylace v promotoru pro
vychozi stresovy hormon — Kortikoliberin. Ten je nasledné pii zatézi snaze a ve vyssi mife exprimovan.
Rilzn4 mira exprese CRH Vv dospélosti u prenatalné stresovanych je nejspise ddna povahou stresoru,
kterému byla matka béhem gestace vystavena a miize se projevit i v bazalnim stavu. Casny stres rovnéz
muze ovliviiovat expresi argininu vazopresinu. Exprese obou téchto hormont je prvnim krokem na cesté
k aktivaci exprese glukokortikoidt. GC v mozku po vazbé na své receptory nasledné reaktivitu HPA
osy tlumi. Jejich G¢inky v mozku v§ak mohou byt zna¢né regulovany. Jednim z mechanismu je vazba
k transkortinu, ktera usnadiiuje pohyb v polarnim vodném prostiedi krve, nicméné znemoznuje difusi
pies hematoencefalickou barieru. Ukazuje se, Ze prenatalni malnutrice mtize nastavit niz$i miru exprese
v dospélosti. Malnutrice rovnéz mtize zpisobit vy$§i miru exprese receptort pro GC. Naopak vystaveni
matky v dobé gestace 10 minutam psychosocialniho stresu mize stat za niz$i mirou exprese receptorti
pro glukokortikoidy. Vyssi hladina receptort pfitom urychluje utlumeni HPA osy. Autofi nékterych
studii uvadéji, ze prave hyperreaktivita HPA osy stoji za tzkostnym ¢i depresi podobnym chovanim
dospélych jedincti. Uzkostné chovéni je patrné zejména u prenatilné stresovanych samic. Brunton &
Russell upozoriiuji na zmény v chovani samic béhem estralniho cyklu. Béhem metestru a diestru, ¢ili
po mozném oplozeni, vykazuji uzkostn€jsi chovani nez béhem proestru a estru, fazich dozravani
folikuli, ovulace a mozného oplozeni. Naopak Zohar & Weinstock po umisténi samic do vyvyseného
bludiste vliv estralniho cyklu na uzkostné chovani nepozoruji.

Zmény v chovani jsou pfitom pozorovany také v souvislosti s ptitomnosti nékterych cytokind a
jejich receptorti v mozku, zejména pak TNFa. Na periferii jsou pak ¢asnym stresem ovliviiovany nejen
hladiny cytokint, ale i procentualni zastoupeni a reaktivita imunitnich bunék. Pro dospélost mohou byt
v zavislosti na povaze prenatdlniho stresoru nastavena mnozstvi monocyt i NK bunék, pomér
CD4*/CD8" lymfocytim, hladiny prozanétlivych a protizanétlivych cytokint.. Znamé tlumivé ucinky
chronické vysoké hladiny GC na imunitni systém dopliiuje Dhabar o upozornéni na podptrné ucinky

akutni mirn€ zvysené hladiny GC.
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