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ROLE GLUTAMATU V NEURODEGENERATIVNICH ZMENACH
HIPOKAMPU ZPUSOBENYCH STRESEM

Role of glutamate in neurodegenerative changes in the hippocampus caused by
stress
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Summary

The experimental use of corticoids is focused on simulation of processes commonly occurring in the
organism or in the treatment with these substances. High corticoid levels exert negative effects
particularly on memory structures of the CNS such as the hippocampus. High glucocorticoid levels
reduce CRH levels through the feedback loop mechanism. In contrast, elevated CRH levels
negatively affect the amount of glucocorticoids circulating in the blood. In a number of diseases (as
for example posttraumatic stress disorder or Alzheimer disease) there are high levels of
glucocorticoids. Glucocorticoids are mediators of the stress reaction (flight or fight) in agreement
with the activation of sympathetic part of the autonomous nervous system. In the evolution, the
system made the organism possible to escape particularly from a physical danger (for example
primeval man was pursued by a tiger). This system is currently by far not adapted to the rapidly
varying conditions of the life. A number of sedentary occupations do not make it possible to use it in
an optimum way. It is perhaps possible that this is a reason for maladaptive patterns of the stress
reaction manifested in chronic stress by diabetes, hypertension, dementia and further so called
civilization diseases. One of possibilities of investigating these processes is the animal stress model in
laboratory rats. Groups of animals are administered for a certain petiod with CRH and/or
glucocorticoids and compared to controls. After completing the experiment, we search for
morphological changes in the CNS (volumetric reduction in the hippocampus) or follow behavioural
changes over time. The most severe damage occurs in the group administered with glucocorticoids
compared with the group receiving CRH only or that administered with CRH + glucocorticoids.
This investigation can be used to understand further processes occurring at cellular or subcellular
level.
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Souhrn

Experimentdlni pouziti kortikoidd ma za cil simulovat procesy odehravajici se v organismu bézné
nebo pii lécbé témito latkami. Vysoké hladiny kortikoidu maji negativni efekt zejména na pamét’ové
struktury CNS, jako je hipokampus. Vysoka hladina glukokortikoidd snizuje mechanismem
zpétnovazebné klicky hladinu CRH. Naopak zvysena hladina CRH pusobi negativné na mnozstvi
v krvi cirkulujicich glukokortikoidt. Pfi fadé chorob (napf. posttraumaticka stresova porucha nebo
Alzheimerova nemoc) je piitomna vysoka hladina glukokortikoida. Glukokortikoidy jsou medidtory
stresové reakce (flight or fight — uniknout nebo bojovat), v souladu s aktivaci sympatetické ¢asti
autonomniho nervového systému. Evoluéné tento systém slouzil organismu uniknout z nebezpeci
pfedevsim fyzického (pracloveka tieba honil tygr). V soucasnosti tento systém neni jesté zdaleka
adaptovan na rychle se ménici podminky Zivota. Spousta sedacich zaméstnani neumoznuje jeho
vyuzit{ optimalnim zpisobem. MozZna i proto vidime maladaptivni vzorce stresové reakce, projevujic
se pfi chronickém stresu cukrovkou, vysokym krevnim tlakem, demenci a dalsimi tzv. civilizacnimi
chorobami. Jednou z moznosti zkoumani téchto pochodt je animalni model stresu u laboratorniho
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potkana. Skupindm zvifat je podavin po utéitou dobu CRH a/nebo glukokortikoidy v porovnani
s kontrolni skupinou. Po skonceni experimentu hledime morfologické zmény CNS (volumetrické
zmens$eni hipokampu) nebo v prab¢hu sledujeme behavioralni zmeény. Nejveétsi poskozeni nastava
u skupiny s aplikaci glukokortikoidd ve srovnini se skupinou s aplikaci pouze CRH nebo se
skupinou s aplikaci CRH i glukokortikoidu. Téchto sledovani pak 1ze vyuZit pro pochopeni dalsich
proocest odehravajicich se na bunécné nebo subcelularni drovni.

Klicova slova: hipokampus — stres — glukokortikoidy — CRH — behavioralni — civiliza¢ni onemocnéni

UvoD

Naléhav¢ diskutovanym problémem je neuroto-
xicita glukokortikoidi. Animalni modely ukazuj,
ze vystaveni vysokym anebo dlouhodobé puso-
bicim davkam glukokortikoida ¢i intenzivnimu
stresu (exo- nebo endogenni) vede ke struktural-
nim zménam az nekréze neurond hipokampu.
Podobné u pacienta trpicich nadprodukei korti-
solu pfi Cushingové syndromu byla nalezena
atrofie hipokampu. Také pacienti s chorobami,
u kterych je vysoka hladina kortikoidt pfi vzni-
ku (posttraumaticka stresova porucha — PTSD)
nebo ve svém prabéhu (afektivni poruchy, de-
mence Alzheimerova typu), méli ve srovnani
s kontrolnimi skupinami statisticky vyznamné
zmens$eni hipokampu a hors{ vysledky v testech
zaméfenych na kratkodobou pamét’. Stres vede
cestou aktivace limbického systému (Papezav
okruh) a retikularni formace ke zvyseni produk-
ce kortikoliberinu (CRH). Ten vyvold v kuafe
nadledvin zvySenou produkei kortikoidd. Vyso-
ka hladina kortikoidd naopak mechanismem
oznacovanym jako zpétnovazebna klicka ome-
zuje vlivem na vyse uvedené struktury CNS
produkci CRH. Tato zpétna vazba je zprostfed-
kovana nékolika typy glukokortikoidnich recep-
tord, lokalizovanych pfedev$im v hipokampu.
Pri snizeni citlivosti glukokortikoidovych recep-
tord dochazi ke sniZzeni potlaceni produkce
CRH. Nadprodukce CRH usti v nadprodukci
ACTH a postupneé i v nadprodukei glukokorti-
koidu. K takovéto situaci dochdzi pii hipokam-
palnich lézich ¢i pfi chronickém stresu. Stres
pak vede mimo jiné ke snizeni exprese nckte-
rych neuronalnich rastovych faktora (pfedevsim
BDNF) (Héschl, Hajek, 2001) a toho duasledkem
je neodpovidajici rast a rozvoj CNS (obr. 1).

METODA

Mechanismus akce kortikoidtt a CRH studujeme
v experimentu na laboratornim potkanovi. Sle-
dujeme podil kortikoidd a CRH na struktural-
nich zménach hipokampu a stim souvisejic

kognitivni deficit. Zvifata jsou rozdélena do péti
skupin — 1. skupina: vysoké hladiny CRH
a kortikoidu (GC) (potkani pfedavkovani CRH
pomoci osmotické pumpy zavedené do hipo-
kampu); 2. skupina: vysokd hladina CRH bez
zvyseni hladiny GC (adrenalektomovani potkani
predavkovani CRH pomoci osmotické pumpy);
3. skupina: vysoka hladina GC, bez zvysenych
hladin CRH (potkani piedavkovani kortikoidy
pomoci osmotické pumpy); 4. skupina: kontrol-
ni, tzn. zadna aplikace CRH ani GC; 5 skupina:
adrenalektomovani potkani se substituci GC na
normaln{ hladinu.

Tento nov¢ vyvinuty pokusny model umoz-
fluje studovat roli jednotliviych komponent neu-
rochemické kaskady zacastnénych neurodegene-
rativnich procest. To vse izolované od vlivu
procesu ostatnich. Také jimi vyvolané struktu-
ralni zmény lze korelovat se zménami v chovani,
predevéim s poruchami paméti. Casové jsou
experimenty rozc¢lenény do tif etap. V prvni
etap¢ jsou zvifata testovana v baterii behavioral-
nich testd. Poté jsou rozdélena do experimental-
nich skupin a po dobu 3 tydnt podrobena far-
makologickym manipulacim (aplikaci CRH ane-
bo GC). V druhé ¢asti této etapy pak opét pro-
biha behavioralni testovani. Po ukonceni druhé
etapy nasleduje posledni ¢tyftydenni etapa, ve
které jiz nejsou zvifata vystavena pusobeni GC
resp. CRH (faze odpocinku). V tomto obdobi
doznivaji strukturdlnf a s tim souvisejici kogni-
tivni zmény nastartované v druhé etapé. I v této
etapé zvifata projdou baterii kognitivnich testu.
Takovéto casové schéma umoznuje sledovat
dynamiku behaviorilnich zmén v raznych fazich
vlivu studovanych latek. Po skoncéeni experi-
mentu jsou mozky zvifat pfipraveny pro volu-
metrické a histochemické zkoumani struktural-
nich zmén  hipokampu korespondujicich
s kognitivnim deficitem. Ve vsech etapach je
zvifatim odebirana krev a trus pro stanovovani
kontrolnich hladin ACTH a GC.
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Zdroj: casopis American Massage Therapy Association (AMAW)Q, vol. 30, no 1, s. 42, ilustrace Bev Ransom
Obr. 1 Stres a jeho vliv na HPA (hypothalamo-hypofyzeo-adrenalni) osu

Vysvétlivky: CRH — kortikoliberin, ACTH — adrenokortikotropni hormon

VYSLEDKY

U zvitat skupiny ¢. 1 s aplikaci vysokych hladin
CRH i GC behavioralni testy ukazuji zhorsen{
paméti a kognitivnich funkci, ale méné vyrazné
nez u skupiny ¢. 3, kde bylo pozorovano nejvys-
$ naruseni. Morfologické zmény také nejsou tak
vyrazné jako v piipade skupiny ¢. 3. Nejmensi
zmeény jak behavioraln{ tak morfologické byly
pozorovany u skupiny ¢. 2 (aplikace pouze
CRH), kde nedochazelo kvuli adrenalektomii
k vylevu kortikoidd do krevniho obéhu. Nejvy-
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raznéjsi zmény na hipokampu podobné jako
nejvyraznéjsi behavioralni zmeény byly pozoro-
vany u skupiny ¢ 3 (aplikace kortikoidw).
V porovnani s kontrolnimi zvifaty (skupiny ¢. 4)
byla pozoroviana zména volumetrické laterality
(vétsi objem levého hipokampu u skupiny ¢. 3
v porovnani s vétsim objemem hipokampu
vpravo u skupiny ¢. 4). Nejvétsi zmény (jak be-
havioralni, tak morfologické) tedy byly pozoro-
vany u skupiny ¢. 3 (skupiny s aplikaci GC).



DISKUSE
Vysledky dokladaji kvalitativné i kvantitativné
rozdilné poskozeni kognitivnich funkei u jed-
notlivych experimentalnich skupin. To poukazu-
je na klicovou roli GC v neuroplastickych
i neurodegenerativnich zmeén v hipokampu.
Nabizi se tedy moznost studovat pfesnou roli
GC azejména vztah GC a nasledné kaskady
neurobiologickych procest, pfedevsim excitoto-
xickou roli glutamatu, stejné¢ jako vztah mezi
zménami v chovani na jedné strané a volumetri
a histochemickymi zménami na stran¢ druhé.

Preklinické studie ukazuji, Ze ¢asné trauma
senzitivitu ~ hypothalamo-hypofyzeo-

osy (HPA) pfedev$im zménami

v expresi gentt pro CRH receptory, glukokorti-
koidni receptory a centralni benzodiazepinové
receptory. Toto otevira potencialni terapeutické
moznosti ovliviiovani ¢innosti CRH receptora
a glukokortikoidnich receptort. Uéinnost anti-
glukokortikoidnich latek nelze vysvétlit pouhym
snizenim hladiny GC, nebot’ to by vedlo
k indukci vylevu CRH a tim ke zhot$eni anxiety
a deprese, coz nepozorujeme (Hoschl, Hajek,
2001). Bylo prokazano, ze zvysena hladina korti-
koidu ovliviiuje procesy uceni (Bodnoff et al.,
1995). Stresujici udalosti také narusuji dlouho-
dobou potenciaci v hipokampu (Shors et al.,
1997), struktury klicové pro prostorovou pamet’
(Hélscher, 1999).

Preklinické a klinické studie ukazuji, ze stres
a deprese vedou k redukci celkového objemu,
atrofii a ztrat¢ neuront v dospélém hipokampu.
Je dobfe zdokumentovino, ze vystavovani no-
vorozenych potkant novym podnétim vede
ke zméné¢ hipokampalni volumetrické asymetrie
(Verstynen et al., 2001). Také opakovany stres
vytvafi zmény plasticity mozku v animalnim
modelu. Vliv téchto zmén na zmény chovani ve
vztahu ke specifickfm mozkovym oblastem je
jeste stale predmétem diskusi. Kupfikladu, gra-
nularni bunky z gyrus dentatus jsou vyznamné
postizeny béhem poklesu neurogeneze u potka-
na po dlouhodobém stresu (Radley, Morrison,
2005). Chronicka antidepresivni 1é¢ba ale posilu-
je neurogenezu v hipokampu u potkana a mohla
by tudiZ zastavit nebo zvratit atrofii a 1ézi zptso-
benou stresem i u ¢loveka. Nedavné studie uka-
zujf, Ze neurogeneze je nezbytna z hlediska ucin-
ku antidepresiv v behavioralnich modelech de-
prese (Warner-Schmidt, Duman, 2006).

meéni
adrenalni

ZAVER

Hipokampus je znacné postizen GC i stresem,
coz meéni jeho nasledny vliv na HPA osu. Chro-
nické podavani GC — umeéle vyvolané vysoké
hladiny — vede k retrakci apikalnich dendrita
a debranchingu (20 %) v CA3c pyramidalnich
neuronech (Watanabe et al., 1992). Opakovany
stres md podobny ucinek na dendritickou pfe-
stavbu v oblasti CA3 hipokampu jako GC. Jed-
nou z charakteristik dlouhotrvajictho stresu je
zména poctu dendritickych vybézka a obecné
morfologie hipokampu, medialni prefrontalni
kary a zfejmeé fady dalsich oblasti CNS. Takové-
to strukturalni synaptické zmény mohou byt
kompenzaci ke glutamatem nebo kalciem vyvo-
lané neurotoxicit¢ béhem delsich obdob{ stresu.
JelikoZz opakovany stres také podnécuje apikalni
dendritickou retrakci v oblasti CA3 hipokampu,
muze to mit vliv na celou synaptickou populaci.
GC ovliviuji fadu neuropienasecovych systému.
Potencuji vylev a inhibuji zpétné vychytavani
glutamdtu, zvySuji expresi NMDA receptoru.
Snizuji expresi neurotrofnich faktord (Smith et
al, 1995) a aktivitu GABAergniho systému
(McEwen et al., 1997). Glutamatem zprostied-
kovana aktivita NMDA receptoru za soucasné-
ho snizeni GABAergni inhibice vede k pfijmu
vapniku neurony, coz vyust'uje k depolymerizaci
cytoskeletalnich proteind, autolyze a eventualné
k neurondlni smrti (H6schl, Hajek, 2001). Chro-
nicky stres je také doprovazen zménami ve
struktufe cytoskeletu. Alfa tubulin (hlavni izo-
forma mikrotubuld v neuronalnim cytoskeletu)
muze byt post-translacné modifikovan ve vyso-
ce  dynamickou  tyrosinovanou  formu
(Gundersen et al., 1987) nebo stabilni acetylova-
nou formu (Contin, Arce, 2000). Chronicky
stres vede v hipokampu ke zvyseni vyskytu ace-
tylovaného tubulinu a snizeni tyrosinované for-
my. Zd4 se, ze tyto cytoskeletdlni zmény jsou
klicem k normalni adaptivni odpovédi tkané
(Bianchi et al., 2003). Extrémni stres nebo poda-
ni kortikoidd vede k vzestupu tau fosforylace
a proteolyze spectrinu (Okawa et al., 2003). Tyto
glutamitem a naslednym vtokem vapniku indu-
kované zmény bunéénych proteind mohou byt
potencialnim tercem neuroprotektivnich agens.
Na klicovou roli vylevu glutamatu ukazuje i fakt,
ze phenytoin, latka interferujici s vjlevem exci-
tacnich aminokyselin, zabranuje stresem induko-
vané atrofii hipokampalnich neuront (Watanabe
et al,, 1992). Stresem indukovanou atrofii hipo-
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kampalnich neuront neni mozno blokovat po-
moci selektivnich inhibitora zpétného vychyta-
van{ serotoninu (SSRI). Naproti tomu tianepin,
latka, jejiz antidepresivni u¢inek nenf uspokojiveé
objasnén, moduluje v hipokampu ¢innost NM-
DA receptort (Kole et al., 2002). Podobné né-
které studie ukazuji na antidepresivni vliv NM-
DA antagonisti (Berman et al., 2000).

Vsechny tyto jevy odehravajici se na bunéc-
né nebo subceluldrni Grovni je mozno studovat
na modelu experimentalné zvysenych hladin
CRH anebo GC u laboratorntho potkana.

* Prace byla podpgena z grantu IGA 9180-3
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