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Abstrakt

Cerebrovaskularni onemocnéni u déti, zejména perinatalni fokalni ischemie, predstavuje
vazny a dosud nedostatecné prozkoumany medicinsky problém. I ptesto, ze ischemické piihody
u novorozencl nejsou vzacné, jejich diagnostika ztistadva komplikovana a podhodnocend, coz vede
k opozdéné nebo nedostatecné terapii. V¢asna detekce fokalni ischemie by mohla ptispét ke zlepSeni

klinické péce a dlouhodobé progndzy postizenych déti.

Tato prace se zaméfuje na identifikaci elektrofyziologickych korelatii v animalnim modelu
perinatalni fokalni ischemie. Cilem je nalézt specifické elektrofyziologické biomarkery, které odrazi
pribéh ischemického poskozeni a mohly byt vyuzity k rychlej$i diagnostice v klinické praxi.
EEG analyza pfinaSi cenné informace o dynamice mozkové aktivity béhem ischemické epizody
aje v klinické praxi neinvazivni, zatimco studium vépnikovych signali pomahd objasnit

patofyziologické mechanismy této poruchy zejména v oblasti penumbry.

Zaveéry studie by mohly pomoci nejen k lepSimu pochopeni patogeneze perinatalni fokalni
ischemie, ale také oteviit cestu k novym diagnostickym moznostem. Duraz je kladen na véasnou
identifikaci nejranéjSich priznaka ischemického poskozeni, coz by mohlo pomoci zlepsit vysledky
lécby a snizit dlouhodobé dopady na vyvoj CNS u déti. Vyzkum tohoto typu je zasadni, jelikoz
prevalence cerebralni ischemie u déti se v poslednich letech zvySuje a jeji diagnostika vyzaduje

inovativni ptistupy pro lepsi zdravotni prognozy.
Tato diplomova prace se sklada:

Z teoretickeé Casti, kterd zahrnuje ivod do problematiky cerebralni ischemie a shrnuje aktualni
stav poznani v oblasti perinatalni fokalni ischemie. Dale jsou popsany rizné experimentalni modely
ischemie, jejich vyuziti k objasnéni patofyziologickych mechanismii a moznosti sledovani
ischemického poskozeni. V neposledni tadé¢ se teoreticka cast vénuje také vyuziti
elektrofyziologickych metod, zejména EEG, k monitorovani pribéhu a disledkli ischemického

inzultu

Z experimentalni ¢asti, kterd popisuje pouzity animalni model perinatalni fokalni ischemie

indukovany endothelinem-1 (ET-1). Vékové skupiny, a aplikované metodiky. Dale je popsan postup



analyzy vykonové spektralni hustoty (PSD), frekvencnich pasem a vypoctu pomérovych ukazatelti
(napf. delta/theta, gama/theta). Podstatnou cast tvoifi vysledky experimentii, kde jsou piehledné
shrnuty hlavni vystupy EEG zdznamt, vcetné vyskytu zachvatové aktivity, zmén v jednotlivych
frekvencnich pasmech a analyzy EEG pomért. Vysledky jsou prezentovany formou grafii, tabulek a

schémat.

Z posledni ¢asti (diskuze), kterd interpretuje ziskané vysledky v kontextu predchozich studii,
hodnoti vyznam pozorovanych zmén z hlediska epileptogeneze a mozného klinického vyuziti

EEG biomarkert u pacientt s perinatdlnim ischemickym inzultem.

V zavéru prace shrnujeme kli€ova zjisténi, hodnotime jejich potencidlni vyuziti v praxi

a navrhujeme sméry dal§iho vyzkumu v oblasti EEG sledovani po perinatalni mozkové ischemii.



Abstract

Cerebrovascular diseases in children, particularly perinatal focal ischemia, represent a
serious and still insufficiently explored medical issue. Although ischemic events in newborns are not
uncommon, their diagnosis remains challenging and often underestimated, leading to delayed
or inadequate treatment. Early detection of focal ischemia could contribute to improved clinical care

and long-term outcomes for affected children.

This thesis focuses on the identification of electrophysiological correlates in an animal model
of perinatal focal ischemia. The goal is to find specific electrophysiological biomarkers that reflect
the course of ischemic damage and could be utilized for faster diagnosis in clinical practice.
EEG analysis provides valuable insights into the dynamics of brain activity during ischemic episodes
and is non-invasive in clinical settings, while calcium signal monitoring helps clarify

the pathophysiological mechanisms of this disorder, particularly in the penumbra region.

The conclusions of this study may contribute not only to a better understanding
of the pathogenesis of perinatal focal ischemia but also open the door to new diagnostic approaches.
Emphasis is placed on the early identification of the first signs of ischemic injury, which could help
improve treatment outcomes and reduce the long-term impact on CNS development in children.
Research of this kind is essential, as the prevalence of cerebral ischemia in children has been
increasing in recent years, and its diagnosis requires innovative approaches to improve health

prognoses.
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Seznam pouzitych zkratek

EEG — Elektroencefalografie

MRI — Magnetické rezonance (Magneticka rezonance, nékdy MR)

OPC - Oligodendrocytova progenitorova buiika (Oligodendrocyte Precursor Cell)
HIE — Hypoxicko-ischemicka encefalopatie

VO — Vegetativni obtize

ATP — Adenosintrifosfat

NMDA — N-methyl-D-aspartat (nebo N-methyl-D-aspartatovy receptor)
ROS — Reaktivni formy kysliku (Reaktivni kyslikové druhy)

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

FADD - Fas-asociovany protein s doménou smrti

DISC — Komplex indukovany smrticim signalem (Death-inducing signaling complex)

EKG — Elektrokardiografie

CNS — Centralni nervovy systém

DIC — Diseminovana intravaskularni koagulace

ETE — Exon-terminalni element

EPP — Konecny ploténkovy potencial (End-plate potential, nervosvalova ploténka)
ETA — Endotelinovy receptor typu A

ETB - Endotelinovy receptor typu B

ETE — Exon-terminalni element

AT2 — Angiotenzinovy receptor typu 2



PDA — Perzistujici ductus arteriosus

PSD — Power Spectral Density



1 TEORTICKA CAST

1.1 Definice a druhy ischemie

Cerebralni ischemie predstavuje kriticky stav v neurofyziologii, ktery je charakterizovan
nedostateCnym prokrvenim mozkové tkdné, coz vede k bunétné dysfunkci a potencidlné
nevratnému poskozeni. V odborné literatufe je ischemie definovéana jako stav nedostatku kysliku
a zivin v disledku zhorSené¢ho prutoku krve, c¢asto v disledku arteridlni okluze nebo zGzeni

(Michael Marnane 2010).

Cerebralni ischemii lze obecné rozd¢lit na dva hlavni typy: globalni ischemii a fokalni
ischemii. Globalni ischemie zahrnuje systémové snizeni pritoku krve mozkem, které postihuje
velké oblasti mozku. K tomu mulze dojit pfi srdecni zastavé nebo tézké hypotenzi, coz vede

k rozsahlému poskozeni neuronti a neurologickému deficitu (Gusev E. 1. 2012).

Naproti tomu fokalni ischemie se tyka lokalizovanych oblasti s nedostate¢nym krevnim
zasobenim (Gusev E. 1. 2012). Mezi jeji pfiCiny patii tromboticky nebo embolicky uzaver
mozkovych tepen, prasknuti aterosklerotického platu vedouci ke stendze cévy nebo cévni spasmus
(Martin 1997). Fokalni ischemie je hlavni pfi¢inou ischemické cévni mozkové piihody, kterd
predstavuje vétsinu piipadl cévni mozkové piihody na celém svété. Fokalni ischemie mize mit za
nasledek specifické neurologické deficity odpovidajici postiZené oblasti mozku, jako je motoricka

slabost, ztrata citlivosti nebo porucha feci (Gusev E. 1. 2012).

U fokalni ischemie objasiiuje koncept ischemického jadra a penumbry heterogenni
povahu poskozeni tkané. Ischemické jadro ptedstavuje nevratné poskozenou tkan s vazné
naruSenym prutokem krve a metabolickym selhanim. Naproti tomu ischemickd penumbra
zahrnuje oblast obklopujici jadro, charakterizovanou mirnym snizenim perfuze a zachovanou
zivotaschopnosti neuronli. Penumbra je povazovéana za zachranitelnou tkan, kde vCasny zasah

muze zabranit infarktu a usnadnit funk¢éni zotaveni (Gusev E. 1. 2012.)

Pritok krve mozkem je klicovy fyziologicky parametr, ktery udava perfuzi krve v mozku.

U ischemickych stavi, at’ uz fokélnich, nebo globalnich, mize byt pritok krve mozkem vyrazné



zméneén (Trogyin V. D. 2006). Nize jsou uvedeny nékteré obecné Ciselné ukazatele pritoku krve

mozkem pfi fokalni a globalni ischemii:
1.1.1 Globalni cerebralni ischemie

®  Pii tézké globalni ischemii, naptiklad pfi srdecni zastave: pratok krvie
mozkem muze zpocatku klesnout téméef na nulu v disledku zastavy srde¢ni funkce a

nasledné systémové hypoperfuze.

®  Po resuscitaci: pritok krve mozkem se mlize postupné zvySovat, ale mize

zustat vyrazné niz8i nez normalni hodnoty, v zavislosti na délce trvani a zavaznosti

1schemického inzultu.

1.1.2 Fokalni cerebralni ischemie

®  V ischemickém jadru: pratok krve mozkem muze klesnout pod 20 %
normalni hodnoty. V této oblasti dochazi k zavazné hypoperfuzi, kterd vede k nevratnému

poskozeni tkane¢.

®  V ischemické penumbie: pritok krve mozkem se miZze pohybovat v
rozmezi 20—40 % normalni hodnoty. Tato oblast pfedstavuje zachranitelnou tkan s mirnym

snizenim perfuze a zachovanou zivotaschopnosti neurontl.

Hlavni rozdily mezi typy ischemie jsou uvedeny v Tabulce 1.



Tab. 1 Souhrn znazornujici rozdily mezi fokadlni a globalni ischemii s charakteristickymi znaky.

Prevzato a shrnuto z Traystman 2003.

Mozkova ischemie

Trvala reperfuze

Globalni Fokalni
Uplna Neuplna Multifokalni Proximalni MCAO
Srde¢ni zastava Krvaceni Embolie MCAO + Karotidni
Aortalni okluze Intrakranialni Fotochemicka tromboza
kréni manZzety hypertenze
Intraluminalni vldkno
Okluze hlavové 2VO
Trvala reperfuze
tepny
4VO

1.2 Epidemiologie ischemie

Za poslednich tficet let doSlo v 80 % rozvojovych zemi k vyznamné zméné v povaze

nemoci, pfiCemz infek¢éni choroby ustupuji neinfekénim, znichz nejcastéjSim zavaznym

onemocnénim patii cévni mozkova ptihoda. Cévni mozkové ptihoda je druhou nejcastéjsi pri¢inou

umrti a tfeti nejCastéjsi pricinou let Zivota proZitych s postizenim. Ischemicka cévni mozkova

ptihoda tvoti 70 % vSech ptipadl tohoto onemocnéni a nese s sebou vysoké riziko dlouhodobého

opakovani (Jiahui Fan 2023). V roce 2019 bylo zaznamenano 3,29 milionu umrti spojenych s

ischemii, coz predstavuje 50,3 % vSech umrti na cévni mozkovou piihodu a 17,7 % vSech timrti

souvisejicich s kardiovaskularnimi chorobami, coz podtrhuje diileZitost prevence IS (Jiahui Fan

2023).




Situace v Ceské republice je obdobna té ve svété. Z celkového podtu 41 690 osob
postizenych cévni mozkovou piihodou bylo hlaseno 11 567 ptipadd ischemické cévni mozkové
piihody (Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR). Tyto tdaje ilustruji zavaznost problému
a zdiraznuji potfebu zaméfit se na prevenci a 1écbu ischemické cévni mozkové piihody i1 na

narodni Grovni.

U déti je vyskyt ischemické cévni mozkové piihody znepokojivé vysoky, coz je podobné
alarmujici jako u dospé&lych. Umrtnost se obecné pohybuje kolem 0,6 piipadu na 100 000 déti
(Pokrovsky A. V. 2005). Vice nez 5 % vSech piipadi mozkové ischemie konci smrtelnym

nasledkem, coz poukazuje na zavaznost tohoto onemocnéni (Carvalho K. S. 2002).

1.3 Perinatalni cerebralni ischemie

Perinatalni ischemickd mozkova piihoda je bézna a zplisobuje znacnou nemocnost a
vazné dlouhodobé neurologické a kognitivni deficity, vCetné détské mozkové obrny, epilepsie,
neurovyvojovych postizeni, behavioralnich poruch a poruch zraku a fe¢i (Nelson KB., 2007). Vice
nez polovina vSech déti s détskou mozkovou obrnou se narodi v terminu a v mnoha piipadech je
pricinou n&jaka forma cerebrovaskularniho poskozeni (Lee J. 2005). Studium patologickych zmén
v détském mozku spojenych s ischemickymi procesy nabyvéa na vyznamu zejména v kontextu
rostouciho vyskytu sekundarniho mozkového zénétu u déti v disledku multifaktoridlniho
zangtlivého procesu souvisejiciho s onemocnénim COVID-19 (Schupper, Alexander J., Kurt A.
Yaeger, and Peter F. Morgenstern, 2020). Vyzkumy prokazuji pfitomnost neurologickych
komplikaci u pacientii s diagndézou multisystémového zanétlivého syndromu u déti (MIS-C).
Napftiklad studie Schuppera et al. analyzuje dopady MIS-C na centrdlni nervovy systém a
poukazuje na moznou souvislost tohoto syndromu s vyskytem encefalopatie, cévnich mozkovych
pfihod a dalSich zanétlivych reakci v mozkové tkani. Diky dostupnosti a bezpecnému pouZiti
magnetické rezonance (MRI) u novorozenci, starSich kojencii a déti v poslednich dvou desetiletich
se hodné¢ zjistilo o tom, jak se fenotyp ischemie liSi v téchto v€kovych skupinach ve srovnani s
narozenych novorozencii se poskozeni mozku spojené s hypoxii—ischemii obecné shoduje s
obdobim vysoké néchylnosti progenitorii oligodendrocytl (OPC) k excitotoxicité, oxida¢nimu

stresu a zanctu (Back SA 2002), coz neptiznivé ovliviyje diferenciaci OPC na zralé, myelinizujici
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oligodendrocyty. Zastaveni diferenciace OPC pak predisponuje mozek k defektnimu vyvoji bilé
hmoty, véetné¢ posSkozeni periventrikuldrni bilé hmoty a détské mozkové obrny (Volpe, 2009).
Subplotni neurony, které existuji pfechodn¢ béhem vyvoje lidského fetalniho mozku, se podileji
na tvorb¢ talamokortikéalnich projekci vidéni a jsou dalsi populaci bunék selektivné zranitelnou
vuci H-I u pfedcasné narozenych déti, coz vede k dlouhodobym deficitim. Nékolik prehleda se
zabyvalo jedineCnymi rysy neurozdnétu a poSkozeni fetdlniho mozku u lidi a v odpovidajicich

modelech poskozeni (Buser JR 2012).

1.4 Etiologie perinatalni ischemie

Perinatalni ischemie je definovana jako poskozeni vzniklé od 20. tydne téhotenstvi,
vcetné obdobi in utero, do 28 dnil po porodu (Nelson, KB., 2007). Subkategorie perinatalni
ischemie zahrnuji novorozeneckou arteridlni ischemickou pfihodu, novorozeneckou cerebralni

sinovenozni ischemickou ptihodou a predpokladanou perinatalni ptihodou.

ZvySujici se dilkkazy naznacuji, Ze placenta hraje vyznamnou roli v neonatilnich
neurologickych poruchach. Abrupce placenty s néslednym snizenim perfuze byla spojena
s neonatalni mozkovou piihodou a hypoxicko-ischemickou encefalopatii (HIE). Studie patologie
placenty u novorozencii s perinatalni arterialni ischemickou piihodou ukézala dikazy chronické
Spatné perfuze placenty s akutnimi zménami v dobé porodu (Elbers J. 2011). Navic je s neonatalni
piihodou spojena i chorioamnionitida placenty, 1 kdyZ se u matky neprojevuji zadné symptomy.
Ptedchozi studie, ve kterych byly diagnostikovany déti s détskou mozkovou obrnou, vcetné
hemiplegické mozkové obrny, pozdéji v zivote a u kterych byla placenta dostupna pro patologické
vySetieni, Casto ukazovaly vysoky vyskyt chronickych infarktl, vaskularni patologie, anomalii
v uponu pupecniku nebo délce pupecni $iliry ¢i cév (Kraus FT. 1997). RozloZeni nejcastéjsSich

diisledkt perinatalni fokalni ischemie je zndzornéno na Obrazku €. 1, ktery je uveden niZe.
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Obr. 1 Diisledky perinatalni cévni mozkové prihody podle typu cévni mozkové prihody (Dumbar
etal 2018).

Typy ischemie, jako je fokalni, globalni nebo multifokalni, se li§i ve svych
neurofyziologickych projevech a klinickych dopadech. Podrobny piehled téchto odlisnosti je

uveden v Tabulce €. 2.

Tab. 2 Prehled typii mozkové ischemie (fokalni, globadlni, multifokalni) a jejich nejcastéjsich
neurologickych diisledkii. Tabulka shrnuje charakteristicke projevy jednotlivych typii ischemie

a rozdily v jejich klinickém ,, outcome *.

Cerebralni Etiologie Reperfuze Priklady
ischemie (ptechodna
ischemie) nebo

trvala ischemie




Globalni (uplna Intravaskularni Ptechodna nebo Zastava srdce
nebo neuplna) = trvala s kardiopulmonalni
model zastavy resuscitaci nebo bez ni
ob¢éhu nebo tézké
hypotenze
Extravaskularni Ptechodna nebo Stlaceni kréni pateie
trvala kréni manzetou;
podvazani nékolika
tepen zasobujicich
mozek
Fokalni Intravaskularni Ptfechodna nebo Model intraluminalni
trvala nitkové okluze stredni
mozkové tepny
Extravaskularni piechodné nebo Chirurgické modely
trvala okluze stfedni mozkové
tepny pomoci ligace,
klipovani,
elektrokauterizace atd.;
endotelinem-1
indukovana okluze
sttedni mozkové tepny
Multifokalni Intravaskularni Ptechodna Emboliza¢ni modely

(u krevnich srazenin

mozna spontanni

vyuzivajici krevni




nebo trombolytickd | srazeniny, mikrosféry

lé¢ba) nebo trvala nebo jiny material

1.5 Patofyziologie mozkové ischemie

Pfi analyze dynamiky molekularnich a biochemickych procesti probihajicich béhem
ischemie byla zjiSténa jejich jasna ¢asova posloupnost: v prvnich 3 h se zvySuje energeticky deficit
v ischemické tkani, v 3—6 h glutamatova excitotoxicita, porucha homeostazy vapniku a laktatova
acidoza, které ustupuji do konce prvniho dne. Vzdalené nasledky ischemie se zacinaji projevovat
za 2-3 h a nejvyrazné&j$i jsou za 12-36 h (oxidacni stres a rozvoj autoimunitni zanétlivé reakce),
stejn¢ jako 2-3. den (apoptdéza). Tato dynamika pfetrvavd dlouhou dobu (né€kolik mésici)

a prispiva k progresi aterogeneze, autoimunitnich procesi a difuzniho neurodegenerativniho

poskozeni mozkové tkdn€ v obdobi po mozkové ptihodé (Gomazkov OA., 2003).

V soucasné dobé se ptedpokladd, Zze jednou z cest, které vedou k ireverzibilnimu
poskozeni, je zvySeni intracelularniho vapniku (Lushnikov EF., 1987). Selhani transportu Na"-K*
zéavislého na ATP a nasledné zvySeni extracelularniho K" zpisobi depolarizaci neuronalni
membrany. Tato situace ma za nasledek otevieni napét'ové citlivych vapnikovych kanali a zvyseni
intracelularniho volného vapniku (Ca®"). Tento piiliv véapniku je zesilen selhdnim ATP-
dependentniho Na'-K* antiportniho systému, selhdnim ATP-dependentni sekvestrace Ca**
endoplazmatickym retikulem a elektroforetickou akumulaci vapniku mitochondriemi, coz rozpoji

oxidativni fosforylaci (Leist M., 1998).

Dalsim c¢lankem v tomto fetézci procest, ktery mé vyrazny Skodlivy ucinek, je
glutamatova excitotoxicita, kterd je doprovdzena uvolfiovanim velkého mnoZstvi glutamatu.
Glutamat hromadici se v extracelularnim prostoru zpisobuje nadmérné vzruseni NMDA receptort
neurond, coZ vede k jejich depolarizaci, zvyseni ptilivu vapniku do bunék, aktivaci Ca?*-zavislych
enzymu, tvorbé volnych radikald a oxidu dusnatého (NO), coz nakonec zplisobuje masivni
poskozeni buné€k a tvorbu volnych radikalt (Lai TW., 2014). Tyto udalosti vedou bud’ k nekroze,
nebo k programované bunécné smrti v zavislosti na intenzité hypoxie a metabolickém stavu

neurond (Lipton P., 1999). Intracelularni signdlni cesty, které se aktivuji pfi excitotoxicité, mohou



také vyvolat expresi gentii, které iniciuji postischemicky zéanét, jenz zhorSuje ischemické
poskozeni. Za tcelem znazornéni hlavnich patologickych mechanismu ischemie bylo sestaveno

schéma uvedené na Obrazku ¢&. 2.

Cerebralni ischemie
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Obr. 2 Schéma patologického procesu vznikajiciho v dusledku mozkové ischemie a vedouciho

k iktusu. Prevzato a prepracovano z Traystman 2003.

Nasledné dochazi k rozvoji oxidacniho stresu, iniciovaného bioenergetickou
nedostateCnosti buiiky a rozvojem glutamatové excitotoxicity, se zvySenim tvorby volnych
radikali a syntézy NO. Patofyziologicky ma NO dva protichiidné uc¢inky. Na jedné strané
produkce NO endotelovymi bunikami vede k dilataci cév, zlepSeni pritoku krve a snizeni
hypoxického poSkozeni, na druhé strané¢ v neuronech NO pfispivd k zhorSeni glutamétové

excitotoxicity a oxida¢niho poskozeni (Michael B., 2009).

Jednu z kli¢ovych roli v procesu rozvoje oxida¢niho stresu hraji poruchy mitochondrii,

jejichz jednou z funkci je tvorba reaktivnich forem kysliku, t.z. - ROS. (Boveris A., 1973). Pii



ischemii jsou naruseny procesy vyuziti ROS, které indukuji oxida¢ni procesy bilkovin a peroxidaci
lipidi. Kromé toho jsou jednim z cilii ROS mitochondridlni DNA, kterd je obzvlasté nachylna
k ROS-zprostiedkovanému poskozeni v dusledku absence ochrannych histoni, coz vede

k mitochondridlni genomové nestabilité a naruseni funkce dychani.

Vysledkem je tvorba defektnich mitochondrii, naruSeni regulace transportu Ca2", sniZeni
produkce energie, oxidacni poskozeni a aktivace vnitfniho programu bunécné smrti (Lipton P.
1999), coz déle zhorsuje ischemické poskozeni. Mitochondrie tak hraje roli nejen v energetickém
zabezpeceni bunky, ale také urcuje jeji dalsi osud: je zodpovédnd za smrt bunky, pokud neni

schopna pokracovat ve své zivotni ¢innosti.

Vsechny vyse popsané procesy tak ¢i onak vedou k bunécné smrti prostiednictvim
nekrozy, kterd je vyrazné zastoupena v zoné ischemického jadra. V penumbie pievazuje
apoptoticky mechanismus bunééné smrti, ktery piedstavuje aktivni a kontrolovany proces
poskozeni bunék, doprovazeny tvorbou novych bilkovin. Pravé v této zon¢ neni ucinek ischemie
dostate¢né silny, aby zptsobil nekrézu (Waters C., 1997), ale je dostateCny ke spusténi jiného
programu, v némz bude ,,sebevrazda® bun¢k mit méné patologickych nasledki (Gomazkov OA.,
2003). Existuje také nékolik faktord, které urcuji, ktery z procest (nekrdza nebo apoptodza) bude
pfevazovat: stupen a délka lokalni ischemie, stupeil zralosti bunék, koncentrace intracelularniho

volného Ca?*, bunééné mikroprostedi (Leist M., 1998).

Procesu apoptézy se ucastni nékolik enzymatickych systémt, které se aktivuji
prostiednictvim sloZitého systému signalnich drah. Centralni roli jak pfi iniciaci apoptozy, tak pfi
realizaci jejich procesii hraji kaspazy a receptory indukujici apoptdzu. Jak je znamo, kaspazy se
syntetizuji ve form¢ neaktivnich proenzymi, k jejichz aktivaci je potfeba bud’ proteolytické zréani,
nebo interakce s allosterickym aktivatorem (Orrenius S., 2015). Spusténi apoptdézy nastadva pii
rozpoznani Fas-receptorem svého ligandu (CD95L), exprimovaného na neuronech a glii po
ischemii, coz vede k interakci jeho intracelularni domény s adaptorovym proteinem FADD a
vytvofeni komplexu nazyvaného DISC (Strasser A., 2009). Tento komplex se pak vaze na
molekulu prokaspazy-8, coz mé v zavislosti na typu builkky dva mozné vyvoje. V prvnim ptipadé
kaspaza-8 piimo aktivuje prokaspazu-3, coz vede k tvorbé bilkovin iniciujicich apoptoézu (Orrenius

S.,2015). Ve druhém ptipad¢ je aktivace prokaspazy-3 delsi proces, zacinajici Stépenim bilkoviny
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Bid, ktera aktivuje proapoptotické bilkoviny Bax a Bak, ménici propustnost vnéjsi mitochondrialni
membrany, a vede k uvolnéni cytochromu C z vnitini membrany mitochondrii (Gillies LA., 2014).
Vysledkem je vytvoteni apoptotického signalniho komplexu, zahrnujiciho cytochrom C, aktivacni
faktor apoptotické protedzy-1 a deoxy-ATP, coz iniciuje tvorbu kaspazy-9 a vede k aktivaci

prokaspazy-3.

A pravé pod jejim vlivem dochazi k dal$i smrti buniky, doprovazené fragmentaci DNA a
tvorbou apoptotickych télisek, kterd jsou rychle fagocytovana makrofagy s uvolnénim
rozvoje autoimunitnich procestt v mozku. Proces apoptéozy mize také probihat bez aktivace
kaspaz, vyhybajici se tvorbé bilkovin. Tato cesta je zprostiedkovana specidlnim proteinem

nazyvanym apoptozou-indukujici faktor (Gomazkov OA., 2003).

Dalsi fazi ischemické kaskady je vznik vzdalenych nasledkt ischemie v podobé lokalniho
zanétu, mikrovaskularnich poruch hematoencefalick¢ bariéry a rozvoje nekrozy. Hlavni
predstavitelé zanctu reakce pii ischemii jsou molekuly bunééné adheze a transkripcni regulatory
(Hallenbeck JM. 1996). Hlavni bunééné prvky prispivajici k postischemickému zanétu jsou
mikroglie a astrocyty, které jsou indukovany reaktivnimi formami kysliku (Brouns R. 2009). Je
znamo, ze jednémi z prvnich ucastniki zanétlivého procesu pii ischemii jsou makrofagy —
mikroglie a makrofdgy monocytarnich ptivodu (Donnelly DJ. 2008). Aktivace makrofagi a
nasledné spusténi neurozanétlivych reakci mize zptsobit poskozeni nervové tkang, tak i procesy
jeji opravy (Chernykh ER. 2017). funkce makrofagl je spojena s pritomnosti nejméné dvou
podtypt makrofagh — M1-a a M2-bunék, pfi¢emZz M1-buniky jsou neurodestruktivni (zajiSt'uji
obranu proti patogenim). M2-buiiky maji naopak neuroprotektivni u¢inek, stimuluji neuro-,
synapto — a angiogenezi, rist a myelinizaci axond, ke kterym dochazi v disledku zvySené genové
expresi neurotrofnich faktori GDNF, BDNF, VEGF, BMP-7 a protizanétlivych cytokinl napf.
interleukint 4 a 5 (Narantuya D. 2010). Z klinického hlediska se aktivace M2-makrofagl projevi
snizenim neurologického deficitu a zlepSenim neurologického zotaveni. Maximalni infiltrace

makrofagl je pozorovéana 5. —7. den od vzniku lokalni ischemie (Gusev EI. 2001).

Hlavnimi zastupci zanétlivé reakce jsou astrocyty, které za béznych podminek podporuji

preziti neuronti a glidlnich bunék, udrzuji celistvost hematoencefalické bariéry (Sofroniew MV.

11



2010) a také plni fadu dalSich reparacnich funkci pro udrzeni homeostazy (Sofroniew MV 2010).
V pocatecnich fazich ischemie mozku astrocyty vykazuji neurotoxické a prozanétlivé vlastnosti:
uvolnuji interleukiny 1 a 6, CC-chemokinovy ligand-2 (Colombo E., 2016), neurotoxiny, které
zpusobuji rychlou smrt neuronii a oligodendrocytii, také brani proliferaci a diferenciaci téchto
bun¢k (Liddelow SA., 2017), coz ptispiva k rozsifeni oblasti ischemie a zvySeni objemu infarktu
s narustem neurologického deficitu (Wang W., 2008). Nejvétsi aktivita astrocytd se projevuje 4—
vlastnosti, podili se na tvorb¢ jizev a omezuje zanct uvolnovanim tumor nekrotizujiciho faktoru-f3
(Hu X. 2015). Pozdéji se k témto procesim piipojuji infiltrace mozku leukocyty, neutrofily a
lymfocyty  (DeGraba TJ. 1998), které stile vice zintenziviuji zanét, naruSuji integritu
hematoencefalické bariéry a snizuji jeji kvalitu sekundarnim poskozenim bunék v zéné€ penumbry

(Danton GH. 2003).

1.6 Model mozkové ischemie

Jednim z hlavnich poZadavkil na vyvoj experimentalnich modeld mozkové ischemie je
jejich klinicka relevantnost. Jsou diskutovany vysledky experimentélnich studii zabyvajicich se
patogenezi mozkové ischemie s vyuzitim riznych modelt (Gplnd a netplna globalni ischemie,
lokalni ischemie, multifokalni ischemie) a metod jejich provedeni (podvazovani tepen, koagulace,
embolizace apod.). Zvlastni pozornost je vénovana ,,stabilit€” nasledkt akutniho selhdni mozkové
cirkulace — tedy tomu, zda dochazi k ireverzibilnimu ischemickému poSkozeni mozku, nebo k
reverzibilnimu poSkozeni s naslednou reperfuzi. Poznamenava se, Ze dllezity vyznam v téchto
studiich by mély sehravat moderni metody celoZivotni vizualizace loZisek akutniho ischemického

poskozeni, které umoziuji sledovat dynamiku patologického procesu v case.

V soucasné dobé se k modelovani mozkové ischemie nejcastéji pouZivaji hlodavci (mysi,
kréalici, potkani), a to z divodu ekonomické vyhodnosti a podobnosti jejich mozkové
angioarchitektoniky s lidskym mozkem (Casals J. B. 2011). Rozsah ischemického poSkozeni
se posuzuje magnetickou rezonanci a rentgenem, pocitaovou tomografii, dopplerovskym
ultrazvukem. Funk¢ni poSkozeni se hodnoti pomoci behaviordlnich a neurologickych testt.

Nejcastéji pouzivané testy jsou osmiramenné radialni bludisté, Morrisovo vodni bludiste, vedeny
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zuzeny tram, oteviené pole, test vzpiimovaci, rohovy test a test umistovani. Dale se pouziva

Garciova $kala, skala ,,strokeindex” s modifikacemi (Fluri F. 2015).

Dulezitym smérem experimentalnich modelli mozkové ischemie je studium poruch
neurotransmise. V tomto ptipad¢ je hlavni role pfisuzovéna glutamatu, jehoz uvoliiovéani vede ke
smrti z excitace (Niizuma K. 2009). Vytvari se uzavieny patologicky kruh, v némz Ize vysledovat
kaskadu vzajemné souvisejicich patologickych reakci s ischemickym posSkozenim neuront,
zvysenou produkci excitanich neurotransmiterti, nedostatkem makroergnich latek, hromadénim
volného vapniku, oxidu dusnatého, prozanétlivych cytokinti, endogennich kanabinoidd a dalSich
latek, coz nasledné vyvolava zvyseni zdvaznosti lipoperoxidacnich procest (Pellegrini-Giampietro

D. E. 2009).

1.6.1 Modely uplné globalni ischemie

Uplna globalni ischemie mozku miize byt diisledkem srdeéni zastava, oboustranné okluze
spole¢nych krénich tepen, sestupné aorty, dolni duté zily a hypoxie plodu a novorozence
u hlodavct. Srdecni zastava je modelovana inhibici automatiky a kontraktilni funkce srdce

intrakardidlnim podanim roztoku chloridu draselného zvitatim (Vasil’ev 1. A. 2015).

Na zékladé pouziti tohoto modelu se ukazalo, Ze ochranné vlastnosti hypotermie po
zotaveni byly studovany ochranné vlastnosti hypotermie po zastaveni srdce a neuroprotektivni
ucinek nadmérné exprese superoxidismutazy-1 (Kofler J. 2005). Tato technika byla cCastéji
pouzivéana ve studiich JIMM na velkych zvitatech a na mySich — ke studiu apoptdzy v neuronech
CAT1 hipokampu, kaudatoputamenu, pfednim a zadnim mozku (Vahidinia Z. 2017). Okluze
sestupné Casti aorty nebo dolni duté Zily umoznuje komplexné posoudit vliv akutni ischemie na
vnitini organy a CNS a riizné varianty tohoto modelu umoziuji minimalizovat mimomozkové

projevy celkové ischemie (Shmonin A. A. 2012).

Hypoxickd anoxie novorozenych hlodavcli byla vyuzita ke zkoumani role riznych
molekularnich bunéénych cili v patogenezi ischemickych 1ézi mozku a také k hodnoceni
modernich prostiedki cilové terapie pro stanoveni novych farmakologickych strategii v 1é€bé této

patologie. Pomoci tohoto modelu byla zejména stanovena uloha anoxie pfi rozvoji syndromu
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hyperreaktivity CNS, studovany mechanismy zrani nervové tkan¢ a stanoven vyznam hipokampu

pfi realizaci prostorové paméti (Morgun A. V. 2014).

Model intrauterinni ischemie (anoxie) u biezich hlodavct je jednim z nejblizSich redlnym
podminkam asfyxie pii porodu Clovéka a umoznuje studovat jeji kratkodobé i dlouhodobé
disledky (pfi¢iny letalniho vysledku, opozdéni psychomotorického vyvoje), jakoz i1 roli
energetického a elektrolytového deficitu novorozenci v patogenezi ischemickych 1ézi
novorozenci v patogenezi ischemické 1éze CNS. V téchto studiich byly studovany molekularni a
bunécné cile pro terapeutické ovlivnéni ischemickych 1ézi CNS bunééné cile pro terapeutické
pusobeni k prevenci nebo omezeni nasledkii asfyxie pomoci blokatori mezibunéénych kanald a
receptoril pro ristové faktory, inhibitori apoptozy, jakoz i vlivu hypotermie na rozvoj zanétu v
CNS zéanétlivy proces v postischemickém obdobi. Hlavni nevyhoda modelu souvisi s problémy

presného uréeni gestaéniho veéku potkani (Morgun A. V. 2014).

U potkanti se okluze kortikalnich zil a horni sagitalni dutiny vyvolava aplikaci riznych
chemickych latek. Zejména byl popsan pomérn¢ jednoduchy a reprodukovatelny model,
pii kterém byla u potkani po trepanaci lebky vyvoldna trombdza zilniho sagitidlniho sinu
centralniho mozku aplikaci chloridu Zelezitého. V tomto ptipadé¢ se v kratké dobé po jeho aplikaci
vytvofil cytotoxicky edém mozku s naslednym vazogennim edémem spojenym s rekanalizaci
venozniho sagitalniho sinu. Morfologickym podkladem globalni ischemie bylo loZisko nekrozy s
naslednym nahrazenim zony poSkozeni jizevnatou tkani s cystickou degeneraci. Jako Uc¢innou
metoda odstranéni neurologického deficitu v téchto piipadech byla navrZena transplantace

mezenchymalnich kmenovych bun¢k (Cvetovskiy S. B. 2012).
1.6.2 Modely fokalni ischemie

Mistni (ohniskové, fokalni) mozkova ischemie arteridlni nebo zilni geneze simuluje
snizeni pratoku krve do specifickych oblasti centrdlniho mozku. Tato technika se reprodukuje s
reperfuzi nebo bez ni. Hlavni charakteristikou morfofunkénich disledkii tohoto ptisobeni je
vytvofeni ischemického jadra, zony penumbry s mrtvymi a piezivajicimi neurony. Stupen
poskozeni mozku zavisi v tomto ptipade€ na Gplnosti a délce trvani okluze, poctu kolateral a objemu

léze (Longa E.Z. 1989).
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Po ptechodné nebo dlouhodobé fokélni ischemii v zén€ penumbry byla stanovena
citlivost neurond na kaspazu-3 a dalsi proapoptotické proteiny (Belousova M. A. 2014). ,,Single-
vessel™ okluze spole¢né karotidy nebo vnitini karotidy, véetné¢ pouziti hypotenziv, reprodukuje
fokalni poskozeni mozku, vcetné¢ fenoménu interhemisférické asymetrie u dospélych 1

novorozenych potkant.

V modelech pouzivajicich doCasné nebo trvalé podvazani téchto tepen je dilezité
minimalizovat krvaceni a u€init chirurgicky zakrok racionalnim, coz je dulezitym ptedpokladem
pro obdobi rehabilitace. Pouziti tohoto modelu pro zkouméni patofyziologickych mechanismt
poskozeni areparace nezralé mozkové tkané¢ a byly poskytnuty dikazy o specifickych

morfofunkéni vzorec téchto zmén (Belousova M. A. 2014).

Model permanentni okluze stfedni mozkové tepny u desetidennich potkanil je minimalné
invazivni a lze jej pouzit ke studiu zmén mozku v hipokampalni a kortikdlni zong, véetné zmén
traumatické geneze. Pfi modelovani fokélni ischemie v perinatalnim obdobi je poskozeni
ipsilateralniho striata a parietotemporalni kiry reprodukovano bez kontralateralnich zmén
v obdobi akutni ischemie. Model se pouziva ke studiu mechanismi poskozeni mozku u epilepsie,
paralyzy, jakoz i zmén spojenych s opozdénim mentalniho a fyzického vyvoje a dalSich forem

motorickych a vrozenych poruch (Stavrovskaya A. V. 2016).
1.6.3 Multifokalni modely ischemie

Multifokalni mozkové ischemie reprodukuje klinické situace vznikajici pfi mnohocetné
embolii mozkovych tepen malymi tromboemboly odlou¢enymi z chlopni mitralni nebo aortalni
chlopné, k niz dochazi v piipadech infek¢ni endokarditidy, sepse a DIC (disseminovana
intravaskularni koagulace). Modely mnohocetné tromboembolie ndm umoznuji studovat uc¢innost
ruznych antikoagulancii a proti destickovych 1€ka pfi 1é€be ischemické cévni mozkové piihody.
Nevyhodou téchto modelu je jejich nizkd reprodukovatelnost s ohledem na lokalizaci a objem

poskozeni mozku (Myasishcheva O. V. 2014).

Modelovani ischemie se praktikuje injekci laurdtu sodného do vnitini karotické dutiny
(Casals J. B. 2011). Endotelinem-1 (ET-1) indukovand konstrikce tepen a zil je zpusobena

vazospastickou okluzi jedné cévy, stejn¢ jako injekci ET-1 do striata, bilé hmoty v podkorové
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oblasti nebo do vnitiniho pouzdra. U potkanti a mysi zpiisobuje endotelin podany intravendzn¢ na
pozadi blokady syntézy oxidazy extrasystolii a atrioventrikularni blokadu. Ganglioblokatory,
cholinové blokatory a beta-adrenoblokatory snizuji arytmogenni potencial endotelinu, coz ukazuje

na diilezitou roli autonomni regulace pii vzniku poruch srde¢niho rytmu (Fluri F. 2015)

Vyhoda modelu spociva v jeho vysoké reprodukovatelnosti a vysoké reprodukovatelnost
ischemickych 1ézi v kortikalni a subkortikdlni zoné¢ a nizkd letalita zvifat v experimentu.
Nevyhodou modelu je, Ze oblast akutni ischemie neni kontrolovatelnd a indukce astrocytozy a
axonalniho vétveni mize komplikovat interpretaci vysledkd (Morgun A. V. 2014). Chemicka
metoda multifokalni ischemie se provadi injekci suspenze siranu barnatého do pravé kréni tepny a

také aplikaci chloridu zelezitého (Lychko V. S. 2015).

Vyhody modelu ET-1 zahrnuji jeho méné invazivni techniku, nizkou uUmrtnost a
schopnost indukovat pfimou fokalni ischemii jak v hlubokych, tak i povrchovych oblastech
mozku. Tento model je vSak omezen skutecnosti, ze receptory ET-1 a enzymy konvertujici ET-1
jsou také exprimovany neurony a astrocyty (Nakagomi et al. 2000). Bylo prokazéano, ze ET-1
indukuje astrocytozu a usnadiiuje axonalni vybézky (Uesugi et al. 1998), coZz mlZe ovlivnit

interpretaci experimentli zametenych na neuronalni opravy (Ziilch et al. 1981).

Nespornou vyhodou tohoto modelu je moznost kontrolovat rozsah poSkozeni upravou
koncentrace nebo davky vazokonstriktoru. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli tento model pouZit

v nasich experimentech.

Pro lepsi pirehled ischemickych modelti popsanych vySe byla sestavena Tabulka ¢. 3,
ktera struéné a prehledné shrnuje jednotlivé typy animdlnich modeld ischemie, véetné jejich

hlavnich vyhod a nevyhod.

Tab. 3 Prehled animdalnich modelu mozkové ischemie s uvedenim jejich potencidlnich prinosu

a omezeni.
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Model Princip Pozitivni aspekty Negativni aspekty
Permanentni Okluze distalniho | Vybér mista okluze | Variabilita ve velikosti
MCAO (okluze nebo proximalniho | a mozkové oblasti | poSkozené oblasti.

stfedni mozkové

konce stifedni

Obtize pfi chirurgickém

tepny) mozkové tepny
zakroku
Docasna MCAO Vybér mista okluze | Variabilita ve velikosti
a mozkové oblasti | poskozené oblasti
S mozZnosti
Obtize pfi chirurgickém
reperfuze
zakroku
Embolicky model | Injekce trombinu, | Reprodukovatelny | Multifokalni model
mikroc¢astic nebo | model lidské mozkové ptihody
makrocastic kardioembolické
o Nestabilni model:
mozkové ptihody
, . moznost spontanni
Navic umoziuje
trombolyzy
studovat
tromboembolické
terapie
Fototromboticky Intraven6zni Intenzita zateni Penumbra neni pfitomna
model aplikace umoznuje kontrolu
fotosenzitivnich infarktové oblasti
barviv s
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naslednym

osvétlenim
Endotelinovy Injekce Reprodukovatelny | Astrocytdza
model vazokonstrik¢ni model lidské
. o Usnadnéni axonalniho
latky mozkové piihody
kli¢eni
s vysokou
kontrolou

infarktové oblasti
(v zavislosti

na koncentraci ET-

1)
Nizka timrtnost

Hluboka a/nebo
povrchova

ischemie

1.7 Endothelin a endotelinové receptory

Endotelin je nejsiln€jsi vazokonstrikéni bicyklicky polypeptid, ktery se sklada
z 21 aminokyselin. Aminokyselinové zbytky jsou spojeny dvéma bisulfidovymi vazbami a tvoii
izomery. V sou€asné dobé byly identifikovany tfi izoformy endotelinu. Jeho hlavni formou
je endotelin-1 (ET-1), struktura dané¢ho polypeptidu je zndzorné€na na Obrazku €. 2, a dalSimi
izoformami jsou endotelin-2 a endotelin-3 (ET-2 a ET-3), které se od sebe lisi zvlastnostmi
aminokyselinové sekvence ve struktufe slouceniny. Béhem cetnych experimentl bylo zjiSténo,
ze endotel vylucuje velky endotelin (proendotelin; 38 aminokyselinovych zbytkll). A plisobenim
enzymu konvertujiciho endotelin, ktery se nachdzi uvnitf a na povrchu endotelu, vznikaji z velkého

endotelinu jeho izomery (Gomazkov OA. 2003).
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Obr. 3 Chemicka struktura polypeptidu Endothelinu-1.
https://www.biomol.com/products/proteins-and-peptides/peptides/other/endothelin-1-human-

porcine-trifluoroacetate-salt-cay24127-500, nedatovano.

Hlavni mnozZstvi ET-1 je produkovano v cévnim endotelu a nejvice se podili na aktivité
endotelinového systému. Kromé bun¢k cévniho endotelu mohou ET-1 produkovat buiiky hladkého
svalstva aorty, epitelové bunky ledvin, hepatocyty, astrocyty, buniky endometria, buiky
bronchidlnich zladz, neutrofily a alveolarni makrofagy. ET-1 se neuklada intracelularng. Je
syntetizovan v reakci na rizné podnéty a okamzité vylu¢ovan do vnéjsiho prostiedi. Sekrece tohoto

peptidu je rozsahle regulovana na urovni jeho de novo syntézy (Antonopoulos A. 2007).

Prekurzorem endotelinu je preproendotelin, ktery se sklada z 212 aminokyselinovych
zbytkl. Vlivem specifické endoprotedzy se z n¢j odstépuje tzv. velky endotelin (bigET). BigET je
dale stépen endotelin-konvertujicim enzymem (ETE), ¢imz vznika ET-1. EPP patii do skupiny
metaloproteindz vazanych na membranu, které se podileji na tvorbé mnoha peptidovych hormont
a neuropeptidi. EPP je lokalizovéana v cévach plic, srdce, ledvin, slinivky bfi$ni a dalSich organt.

Dtlezitou roli pfi syntéze endotelinu hraje trombin a krevni desticky. Svym zplisobem aktivuji
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enzymy konvertujici endotelin. Samotny endotelin vSak muze zptisobit adhezi nebo agregaci

desticek (Gomazkov O. A. 1999).

ET-1 pusobi spiSe jako parakrinni a autokrinni mediator nez jako cirkulujici endokrinni
hormon, takze jeho plazmatickd koncentrace nemtize plné¢ odrazet jeho fyziologické ptisobeni

(Antonopoulos A. 2007).

ETa receptory ptfevazuji v buiikkach hladkého svalstva cév a srdce, zatimco v endotelu
chybi. Interakce ET-1 s ETa receptory zpiisobuje trvalou vazokonstrikci a proliferaci bun¢k
hladkého svalstva. ETg receptory jsou slozeny z 442 aminokyselinovych zbytki a vazou vSechny
endoteliny se stejnou afinitou. Receptory ETg se nachazeji v endotelialnich a hladkych svalovych
buiikach a vyskytuji se predevS§im v mozku, plicich, ledvinach a aorté. Za patologickych stavi
jsou ET receptory regulovany odlisné, coz vede k nerovnovaze ucinkli ve sméru vazokonstrikce

a bunécné proliferace (Arai H. 1990).

Pocet receptori ET na buné¢éné membrané a hladina endotelinu v krevni plazmé jsou
regulovany stejnymi faktory. Bylo zjisténo, ze pocet endotelinovych receptorii se snizuje se
zvySujici se koncentraci ET-1 nebo AT2 a zvySuje se pfi ischemii nebo pod vlivem cyklosporinu A

(Shiffrin E. L. 1998)
1.8 Endotelinovy model cerebralni ischemie

Ke studiu ischemie byly vyvinuty riizné experimentalni modely, mezi nimiz si zna¢nou
pozornost ziskal endotelinovy model, a to diky své schopnosti vyvolat fokalni a pfechodnou
ischemii s vysokou reprodukovatelnosti. Endotelin-1, silny vazokonstriktor, byl Siroce pouZivan
k modelovani mozkové ischemie u zvifat. Vyvolava ischémii tim, Ze zuZzuje mozkové cévy, ¢imz
snizuje prutok krve mozkem (CBF) a vede k lokalizovanému infarktu. Studie ukazaly, ze aplikace
ET-1 v blizkosti stfedni mozkové tepny (MCA) napodobuje patologické charakteristiky lidské
ischemické cévni mozkové piihody, véetné hypoxie, apoptdzy neuronil a zanétlivych reakci.

(Zgavc, T. 2012).

Na nékolika animalnich modelech byl ET-1 pouzit ke studiu ischemie. Vyzkum Horieho

et al. (Horie N. et al. 2008) ukézal, Ze mysi modely fokalni ischemie vyuzivajici ET-1 nabizeji
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jednoduchou, ale u¢innou metodu pro zkoumani mechanisma cévni mozkové piihody. Podobné
Windle et al. (Windle V. et al. 2006) porovnavali nékolik metod ischemie vyvolané ET-1 u potkanti
a zduraznili rozdily ve velikosti a trvani infarktu v zavislosti na misté aplikace ET-1. Nové&jsi
studie zkoumala praseci modely mozkové ischemie vyvolané ET-1 a poskytla cenné poznatky pro

translacni vyzkum na velkych zvitratech (Zhang Z. 2014).

Ischemie zprostiedkovana ET-1 je spojena s nekrotickou i apoptotickou buné¢nou smrti.
Na zapojeni aktivace kaspazy-3 do apoptdzy neuront bylo poukazano v modelech ischemie ET-1
(Dojo Soeandy C. et al. 2019).— Studie navic identifikovaly souvislost mezi endotelinovymi
receptory a mitochondrialni dysfunkci, coz naznacuje roli antagonistli endotelinovych receptor v
neuroprotekci. Dalsi zkouméni nekrotickych a apoptotickych interakci pfi ischemicko-
reperfuznim poskozeni pomoci modelu ET-1 odhalilo komplexni regulacni cesty ovliviujici

prezivani a smrt bunék (Dojo Soeandy C. et al. 2019).

Vzhledem ke kontrolované povaze ischemie vyvolané ET-1 se tento model ¢asto pouziva
k testovani neuroprotektivnich strategii. Bylo naptiklad zjisténo, ze hyperbarickd oxygenoterapie
zmiriiuje u¢inky ischemie vyvolané ET-1 na modelu potkani tim, Ze zlepSuje okysli¢eni tkani
a snizuje velikost infarktu (Cao L. et al. 2014) Kromé toho byl model ET-1 uzite¢ny pfi studiu
interakce mezi systémovym zanétem a cévni mozkovou piihodou, kdy bylo prokazano, ze
mechanismy zavislé na endotelinu zhorsuji reperfuzi tkani po ischemickém poskozeni (Pradillo J.

et al. 2017).

1.9 EEG v ischemie

Kli¢ovym faktorem ischemické cévni mozkové piihody je hypoxie, ktera zplisobuje
charakteristické zmény v bunééném metabolismu a je doprovazena specifickymi zménami
bioelektrické aktivity. Tyto zmény odraZejicimi nejen pfitomnost cévni mozkové piihody, ale také
funkéni stav nervovych bunék (Zhang Z., 2013). Elektroencefalogram vykazuje rozdily mezi
zonou nekrozy (ischemické jadro), kde bioelektricka aktivita zcela chybi, zonou penumbry (oblast
v blizkosti ischemického jadra), kde je aktivita vyrazné zménéna, ale potencidlné obnovitelnd pfi
adekvéatni terapii, a zonou zdravé tkané. Studium bioelektrické aktivity mozku je zaroven cenné

z hlediska hodnoceni u¢innosti farmakologické 1é¢by ischemické cévni mozkové ptihody. V tomto
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ohledu je nezbytné vyuzivat informativni a reprezentativni modely, k jejichZ realizaci se bézné

pouzivaji laboratorni zvirata.

Tradi¢ni neurofyziologické prognostické markery, klinickd vySetfeni a chemické
biomarkery nejsou dostatecné ptesné s ohledem na pravdépodobnostni hodnoceni vysledku
ischemické cévni mozkové piihody a neodrdzeji piimo aktivitu neuronli, piestoze zlstavaji
zékladem klinické praxe. Studium bioelektrické aktivity mozku u ischemickych poruch je dalsi
diagnostickou a prognostickou metodou zaméfenou piedevSim na studium postischemické

dysfunkce (Hazime M. 2021).
EEG se béZn& zaznamenava v rozsahu 0,3 az 50 Hz. Zahrnuje hlavni mozkové rytmy:
Delta (A)-rytmus (od 0,3 do az 4 Hz),
Theta (0)-rytmus (od 4 do 8 Hz),
a-rytmus (od 8 do 13 Hz),
Nizkofrekvencéni beta (0) rytmus (od 8 do 13 Hz),
Nizkofrekvencni beta (B)-rytmus nebo B1-rytmus (od 13 az 25 Hz),
Vysokofrekvencni B-rytmus nebo B2-rytmus (25 az 35 Hz),
A gama (y)-rytmus neboli B3-rytmus (35 az 50 Hz).

Tyto rytmy odpovidaji A-aktivité, 0-aktivité, a-aktivité, B-aktivité¢ a y-aktivit€é mozku.
Spontanni elektricka aktivita pfedstavuje kumulativni aktivitu korovych neuronti mozku. Je tieba
poznamenat, ze elektricka aktivita jednotlivych neuronii odrazi aktivitu pfi zpracovani a ptenosu
informaci, zatimco celkové EEG odrézi aktivitu neuronalnich populaci a funk¢ni aktivitu populaci

neuront a funkéni aktivitu mozku jako celku (Buzsaki G. 2006).

Prvni popisy zmén EEG u pacientli s cévni mozkovou piihodou se objevily ve 30. —40.
letech 20. stoleti. Od té doby jsou vysledky této vyzkumné metody Siroce vyuzivany v klinické
praxi jako jedno z prognostickych kritérii pribéhu onemocnéni a regrese loziskovych

neurologickych poruch a také pro ucely vybéru farmakoterapie a hodnoceni jeji ucinnosti.
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Ve vétsing klinickych studii vénovanych zméndm EEG u ischemie bylo prokazano, ze v
akutni fazi infarktu v hemisfére mozku vykazuje EEG difuzni zmény biopotencialii s povrchoveé
lokalizovanymi lozisky charakterizovanymi lokdlnimi vysokoamplitudovymi vlnami se
zachovanym nebo snizenym a-rytmem. Podle vysledkt EEG mapovéni se v prvnich hodinach
rozviji fokalni, prevazné kortikalni ischemické 1éze, je registrovano fokalni zvyseni sily a- a -
pasem v postizené hemisféfe s difuznim minimalnim zastoupenim pomalé aktivity. To mize byt
zpusobeno kompenzaéni hyperaktivaci retikularni formace kmene a talamickych jader
s potlacenim aktivity pfedniho hypotalamu v disledku funkéni disociace jeho spojeni s ostatnimi
¢astmi nespecifického systému, ktery hraje dilezitou roli v prvnich hodinéch akutni ischemie
(Burghaus 2007). Rozséhlé zmé&kceni s edémem mozku, stejné jako zmekéeni v podkorové oblasti
se projevuje tim, ze na EEG vyraznéj§imi difuznimi zménami s ptevahou 6- a A-aktivity
s odpovidajicim poklesem spektra a- a p-aktivity. Casto zjistovana oboustranna deprese celkového
spektralniho vykonu EEG pfi infarktu v jedné hemisféte pravdépodobné souvisi s hrubou

metabolickou poruchou v obou hemisférach (Petrova E.A. 2007).

Ptitomnost interhemisferické asymetrie podle sily pasma o v disledku jeho potlaceni v
parietalno-okcipitalnich usecich postizené hemisféry, fokalni zvySeni vykonu 6- a A-oscilaci
v prvnim dni onemocnéni jsou prognosticky méné piiznivé znamky sveéd¢ici o ptitomnosti
vyrazného fokélniho neurologického defektu. Postupnému zhorSovani stavu pacientil, zvySovani
zavaznosti celkovych mozkovych ptiznakil predchazi zvyseni celkové sily spektra v dusledku
spektra doleva, difuzni zvySeni vykonu pomalych oscilaci, hruby oboustranny pokles celkového
energetického vykonu EEG spektra, nedominantni typ spektrogramii, prudké potlaceni nebo
vymizeni rychlych pasem B-aktivity do 10-12 hodin onemocnéni, doprovazené zndmkami
dysfunkce kmene. Pietrvavani vyrazného neurologického deficitu v podobé hemiplegie nebo
vyrazné hemiparézy predchazi trvalé zachovani asymetrie celkové sily a frekvencné-energetické
distribuce EEG spektra, vytvofeni subdominantniho piku v oblasti 6 vin do 3—5 dnli od cévni

mozkové piihody (Burghaus L. 2007).

Pretrvavani zavazného neurologického deficitu v podobé hemiplegie nebo vyrazné

hemiparézy ptredchdzi pietrvavajici zachovani asymetrie celkového vykonu a frekvencéné-
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energetického rozlozeni EEG spektra, vytvoreni subdominantniho piku v rozsahu 6 vin do 3—5 dni
od cévni mozkové piihody (Burghaus 2007). Analyza EEG pfi rizné zévaznosti motorického
deficitu ukazala, ze zdvaznost motorickych poruch koreluje s lokalizaci rezidudlnich 1ézi: u lehké
nebo stfedné t€zké hemiparézy se abnormality v oblasti byly zaznamenany odchylky elektrické
aktivity v pfedni ¢asti (frontalni, centralni, anteroventralni), a to ve vSech ptipadech vyznamného
motorického deficitu a ve vSech pripadech vyrazného motorického deficitu — v zadnich (tylnich
a parietalno-okcipitalnich) oblastech. To lze vysvétlit kompaktnim umisténim eferentnich
pyramidovych drah v kaudalnich ¢astech mozku. Polymorfni A-oscilace a lokalni zmény v zadni
kite, bez ohledu na charakter elektrické aktivity, jsou tedy neptiznivymi prognostickymi znaky
pro pacienty s ischemii pii obnoveni motorické funkce. Pokud po kognitivni poruse po cévni
mozkové piihod¢ dojde k rozvoji kognitivnich funkei, jsou hlavni EEG charakteristikou korelujici

s poklesem intelektu pomalé viny o frekvenci 1-3 a 7 Hz (Petrova E.A. 2007).

V procesu vyzkumu se nevyhnutelné objevuji obtize pfi interpretaci vysledkli vzhledem
k rozdiliim v projevech patologickych zmén u lidi a modelovych zvifat, které jsou zpiisobeny
genetickymi, fyziologickymi a anatomickymi divody. Napfiklad zanétliva slozka ischemického
procesu u lidi a mysi se lisi v disledku CpG-metylace lidského genu NOS2, ktera méni reakci
chemokint/cytokinli  (Sommer C. J. 2017). Kromé& toho je vzhledem k fadé¢ zjevnych
anatomickych rozdilli pomérné obtizné srovnavat lokalizacni zony ischemie u lidi a zvifat, coZ ma

zévazny dopad na prib¢eh a vysledek patologického procesu.

Je také nutné vzit v Givahu rozdil mezi procentudlnim zastoupenim bilé hmoty v mozku
lidi a laboratornich hlodavct — ptiblizn€ 60 % u lidi, 15 % u potkanti a 10 % u mysi (Krafft 2012).
Existuji také rozdily v anatomii cév v mozku, naptiklad u nékterych druhti mysi mize byt Willistv
kruh $patné vyvinuty nebo zcela chybét (McColl B. W. 2004). Zaroven je u potkani b&zné
abnormalni vétveni stfedni mozkové tepny (Liebenstund L. 2020). Kromé toho je v prubéhu
reperfuze u lidi poSkozeni kapilarni slozky hematoencefalické bariéry (BBB) méné vyrazné

(Skelton J. K. 2017).

Rizné metody zdznamu bioelektrické aktivity neuronil nachédzeji uplatnéni na rtiznych

urovnich organizace mozku. Napfiiklad na mikro a meziurovni, kde je mozné analyzovat lokalni
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populace neuront, se pouziva extracelularni zdznam neuronalni aktivity pomoci mikroelektrod

nebo vicepdlovych elektrodovych poli.

Na makrourovni se Siroce pouziva skalpova elektroencefalografie (EEG), ktera se
nejCastéji  provadi klinicky pomoci externich elektrod pfipevnénych ke skalpu.

Elektrokortikografie (ECoG) je typ intrakranialni nebo invazivni elektroencefalografie.

Intrakranialni neboli invazivni elektroencefalografie je metoda zdznamu mozkovych
biopotencialii, kterd vyzaduje piedchozi chirurgicky zékrok a intrakranidlni umisténi elektrod.
Prostorova rozliSeni lze vyrazné zlepSit (<5 mm?) pouzitim flexibilnich, tésné¢ umisténych
subduréalnich miizkovych nebo paskovych elektrod. Elektroencefalografie je jednou z hlavnich
elektrofyziologickych metod, kterd odrazi casoprostorovou organizaci mozku a umoznuje piimé
méteni celkové korové aktivity organizaci mozku a umoziuje piimé méfeni celkové korové
aktivity. EEG ma udajné dostatecnou citlivost k odhaleni chronickych i akutnich mozkovych
abnormalit. Zejména je tato metoda pouzitelnd u pacientll v Casné fazi (zejména v prvnich

24 hodinach) hypoxického/ischemického poskozeni mozku (Wu J. 2016).

Kvantitativni elektroencefalografie umoziiuje hodnotit elektrickou aktivitu mozku,
pfedev§im zdznamem excitacnich a inhibi¢nich postsynaptickych prouddi ve vrstvach
pyramidovych bun€k mozkové kiiry (Rabiller G. 2015). Vyhodou kvantitativni spektralni analyzy
EEG (qEEG) je moZnost rychle analyzovat znacné objemy elektrofyziologickych dat. Vysledky
piedchozich studii ukazuji, Ze EEG Ize popsat pomoci zakladnich pravdépodobnostnich rozdélent,
ale pouze v relativné kratkych ¢asovych tsecich, obvykle ne delSich nez 10-20 s, protoZe EEG je
nestaciondrni proces, a uspésné bylo pouzito autoregresni modelovani (Schlog A. 2000). Ve
srovnani s klasickou metodou rychlé Fourierovy transformace je tato metoda spolehlivéjsi a diky
jeji odolnosti vii¢i aditivnimu Sumu ji Ize s vysokou ptesnosti pouzit i pii analyze kratkych
fragmentl signalu. Na druhé stran¢€ se pifi analyze EEG pomérné UspéSné uplatiiuji metody
nelinedrni dynamiky (nebo deterministického chaosu), které vychazeji z hypotézy, ze elektrickou
aktivitu mozku lze popsat staciondrnimi dynamickymi modely. Studie ukazaly, Ze indexy

komplexity EEG jsou dal$imi vysoce citlivymi ukazateli elektrofyziologickych zmén zplsobenych

lokalnimi 1ézemi, jako napft. subkortikdlni mozkova ptihoda (Zhang J. 1999).
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Elektroencefalografie jako metoda pifimého meéteni funkéniho stavu mozku odhaluje
jemné rozdily ve frekvencnich slozkéch, které mohou byt zménény mozkovou ischemii. Napiiklad
EEG bylo uspésné pouzito k monitorovani stavu mozku v redlném case béhem karotické
endarterektomie a bylo pozorovano sniZzeni vykonu alpha pasma (8—15 Hz) po sevieni vnitini
krkavice, které vede k rozvoji ischemie. U modelti globalni mozkové ischemie u zvitat dochazi ke
zplosténi EEG (sniZeni vSech frekvenc¢nich slozek) a naslednému netiplnému zotaveni (Shang A.
2011). U animalnich modela fokalni mozkové ischemie nékolik studii zaznamenalo takové typy
mozkové aktivity, jako jsou periinfarktové depolarizace, zachvaty bez kieci, polymorfni delta
aktivita (PDA) a epileptiformni vyboje (Williams A. J. 2004). Uvedené projevy jsou spojeny s
progresivnim poskozenim mozku béhem ischemie, zatimco mohou byt do urcité miry eliminovany

po podavani neuroprotektivnich 1€ka.
1.10 Opticka fotometrie

Opticka fotometrie je moderni, minimalné invazivni technika, kterd umoznuje sledovat
funkéni neurondlni aktivitu v redlném case u volné se pohybujicich laboratornich zvitat.
Zaznamenava zmeény fluorescence emitované geneticky kodovanymi indikatory, které reflektu;i
fyziologické signaly, jako jsou intraceluldrni zmény koncentrace vapniku (Ca**) nebo vykyvy v

hladinach neurotransmiterd (Vickstrom C. R. 2022).

Tato metoda si ziskala oblibu diky své vysoké casové rozliSovaci schopnosti, relativné
jednoduchému chirurgickému zavedeni a moZnosti cileni na hluboké mozkové struktury s vysokou
anatomickou specifitou (Aramuni G. & Griesbeck O. 2013). Na rozdil od elektrofyziologickych
metod nabizi optickd fotometrie bun&cné specificky zaznam aktivity, obzvlast v kombinaci
s virovymi vektory pod specifickymi promotory nebo u geneticky modifikovanych zvifat (Han

S.Y.2019).

Diky moznosti sledovat aktivitu nervovych okruhli s vysokym pomérem signal/Sum
a monitorovat jemné dynamické zmény po dlouhou dobu a u bdélych zvitat se optickéd fotometrie
stala cennym nastrojem pfi studiu patologickych stavli véetné ischemického poskozeni mozku,

zavislosti nebo epileptickych onemocnéni (Adami A. et al. 2016).

26



Opticka fotometrie je zaloZzena na méfeni zmén fluorescence indikatorti exprimovanych
v cilové mozkové oblasti. Nejcastéji se pouzivaji geneticky kodované kalciové indikatory (napf.
GCaMP6 ¢i GCaMP7), které reaguji na zvysSenou intracelularni koncentraci Ca** pii neuronalnim

vzruchu zménou fluorescence.

Kromé¢ Ca?*" lze pomoci optické fotometrie sledovat také neurotransmitery (napf.
dopamin, serotonin, glutamat), vyuzivajici princip tzv. GRAB sond (,,GPCR activation-based

sensors‘), které méni konformaci pii vazbé ligandu a emituji signal.

Pii ischemickém inzultu dochédzi k naruSeni krevniho z4sobeni mozku a nésledné
metabolické krizi, ktera zdsadné méni neuronalni aktivitu. Opticka fotometrie umoZiiuje sledovat

prabéh téchto zmén v realném case, napiiklad:

e Vzestup Ca** signalu jako znamka excitotoxicity a depolarizace neuront.
e Dlouhodobé zmény v aktivaci neuronélnich obvodl v postizenych oblastech.
o Utlum aktivity v pozdnich fazich ischemie jako projev apoptézy &i energetického

kolapsu.

Timto zptsobem Ize optickou fotometrii vyuzit nejen ke kvantifikaci akutni faze
ischemie, ale i ke sledovani regenerace a dlouhodobych nésledk?i, naptiklad Pochechuev et al.
(Pochechuev M. S. 2022) popsal utlum aktivity amygdalo-akumbennich projekci pii morfinové

abstinenci — model relevantni i pro ischemické naruseni obvodu.
Opticka fotometrie vyzaduje dvé kli¢ové komponenty:
1.  Exprese fluorescen¢niho indikéatoru — nejcastéji pomoci:

o Geneticky modifikovanych zvifat.

o Aplikace virovych vektorii (napt. AAV, lentiviry) stereotaktickou

injekci do cilové oblasti mozku.

2. Implantace optického vlakna — pomoci keramické ferule (,,guide-cannula‘)

s nizkou autofluorescenci, kterd slouzi pro prenos excitacniho i emisniho svétla.
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Pti vyuziti virovych vektorti dochazi k expresi fluorescencnich indikétorti obvykle za 2—
3 tydny. Poté lze zvife pomoci optického vldkna piipojit k systému pro zdznam a signal snimat
kontinualné. Fluorescen¢ni data se poté zpracuji do formatu AF/F, ktery kvantifikuje relativni
zménu signalu oproti vychozi linii. Tato metoda je minimaln¢ invazivni, ma vysoky pomeér signal-

Sum a umoznuje dlouhodobé sledovani u volné€ se pohybujicich zvitat (Boyce A. K. J. et al. 2025).

Zatimco vétSina dosavadnich studii pouzivd optickou fotometrii u dospélych
laboratornich mysi a potkanti, publikovanych praci zamétenych na perinatalni obdobi je velmi

malo. Pfitom pravé u neonatdlnich modelt by tato metoda mohla zdsadné ptispét k:

o Casné detekei epileptiformni aktivity.
e Sledovani vyvoje poskozenych okruhti v redlném case.

e Vyhodnoceni G¢innosti terapeutickych zasahti.

S ohledem na soucasné technologické moznosti je opticka fotometrie slibnym néstrojem
pro roz$ifeni poznatki o patofyziologii perinatalni fokalni ischemie. Diky své citlivosti, Casovému
rozliSeni a moZznosti pouziti u volné se pohybujicich zvifat pfedstavuje unikatni piistup v
preklinickém vyzkumu ischemie — zejména tam, kde tradi¢ni elektrofyziologické metody selhavaji

nebo jsou pfili§ invazivni.

Jeji vyuziti u mlad’at laboratornich hlodavcl ptinasi specifické technické vyzvy, ale
zaroven velky potencidl pro objev novych biomarkerli a porozuméni mechanismim rozvoje

epileptogeneze a plasticity po ischemickém inzultu.
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Shrnuti

Perinatalni ischemické poskozeni mozku ptredstavuje zavazny medicinsky problém, ktery
muze vyrazné ovlivnit dal$i vyvoj centralniho nervového systému a vést k trvalym komplikacim,
jako je epilepsie, poruchy hybnosti nebo kognitivni dysfunkce. VEasna detekce téchto zmén je
zéasadni pro zajisténi cilené terapie a zlepSeni prognézy pacienti. V tomto kontextu hraji klicovou
roli neinvazivni metody, zejména elektroencefalografie (EEG), kterd umoziuje sledovat jak
akutni, tak dlouhodobé zmény v mozkové aktivité. EEG piedstavuje snadno dostupny nastroj s
vysokou c¢asovou rozliSovaci schopnosti a schopnosti detekovat epileptiformni aktivitu ¢i
zpomaleni jako mozné biomarkery ischemického poskozeni. Pro hlubsi pochopeni
patofyziologickych mechanismil se vyuzivaji experimentdlni animalni modely, které umoziiuji
detailni sledovani vyvoje ischemie v riznych casovych fazich. Vyznamnou dopliujici technikou
je také optickd fotometrie, kterd umoziuje v redlném ¢ase méfit zmény Ca?** a neurondlni aktivitu
pomoci geneticky kodovanych indikatori. Tato metoda, byt zatim malo vyuzivana
u novorozeneckych modelll, nabizi vysokou miru specifity a potencial pro identifikaci novych
biomarkert. Kombinace behavioralniho hodnoceni, EEG a optickych metod pfinasi komplexné&jsi
pohled na diisledky ischemického inzultu. Teoretickd Cast tak podtrhuje nutnost pokracujiciho
vyzkumu zaméfeného na vyvoj citlivych a specifickych diagnostickych néstroji pro perinatalni

1schemii.
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Cile prace a hypotézy
Hypotéza

Postischemické zmény v EEG aktivit¢ budou mit specificky charakter v oblasti
senzomotorické kury a také v dorzalnim hipokampu. Piedpokladané EEG korelaty budou odréazet
jak pribéh fokalni cerebralni ischemie, tak i vliv mozkového inzultu na vyvoj téchto mozkovych
struktur. O¢ekavame vyskyt charakteristické aktivity v alpha a gama pasmech, kterd bude spojena

s postischemickym ovlivnénim mozkové excitability.
Cile prace

1.  Identifikovat a popsat specifické korelaty epileptickych zachvati nalezené

pomoci analyzy EEG hipokampu potkana s perinatalni fokalni ischemii.

2. Porovnat patologickou EEG aktivitu v riznych vékovych kategoriich.

3. Popsat zménu aktivity Ca?* v modelu fokalni perinatdlni ischemie.

K identifikaci specifickych korelath epileptické aktivity byla provedena analyza
zachvatil. V ramci této analyzy jsme se zaméfili na kvantifikaci poctu zachvatl u jednotlivych

jedinci a na sledovani délky jejich trvani.

Dalsi pouzitou metodou byla analyza spektralni hustoty vykonu (,,Power Spectral
Density* dale PSD), ktera umoznuje zkoumat spektralni hustotu jednotlivych EEG pasem a ¢asovy
profil PSD signalu v pribéhu asu. Tyto metody umoziluji presnéjsi sledovani zmén v jednotlivych
frekvencnich pasmech sledovanych kanali a mohou slouzit jako detailnéjs$i nastroj pro vcasnou

diagnostiku epileptogennich procesu.

Posledni pouzitou metodou bylo sledovani uvoliiovani vapniku. Tato metoda umoziiuje

v redlném Case pozorovat zmény koncentrace vapniku v poskozenych oblastech.

30



2 PRAKTICKA CAST

2.1 Metodika

2.1.1 Experimentalni zvirata

Experimentalni studie byla provedena na samcich potkanti kmene Wistar ve véku 12
(P12; n=27) nebo 25 (P25; n = 12) dnil po narozeni. Den porodu byl oznacen jako den 0. Potkani
byli chovéni v pfisn¢ kontrolovaném prostiedi s konstantni teplotou 22 + 1 °C, relativni vlhkosti
50—60 % a svételnym reZimem od 6:00 do 18:00 hodin. Zvifata méla neomezeny piistup
k potravé a vod¢. VSechny experimenty byly schvaleny etickou komisi Ministerstva zdravotnictvi
Ceské republiky a etickou komisi Néarodniho Gstavu duSevniho zdravi (NUDZ) pro vyuziti
laboratornich zvifat. Pii praci se zvitaty bylo postupovano v souladu se zasadami 3R (,,refinement,
reduction, replacement®), podle pokynli ARRIVE smérnice (Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments), v souladu s vnitrostatni legislativou — zakonem ¢. 246/1992 Sb., na ochranu
zvifat proti tyrani, ve znéni pozd¢jSich ptredpisi — a rovnéz podle smérnice Evropského
parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochrané zvifat pouZivanych pro vé€decké tcely a Priivodce
narodnimi instituty zdravi pro péci a pouzivani laboratornich zvitat (NIH Publications No. 8023,

revised 1978).
2.1.2 Chemické latky

Endothelin-1 v koncentraci 40 pmol/ul (#E7764, Sigma, St. Louis, MO, USA) byl
pfipraven pomoci rozpusténi v 10 mM fosfatem pufrovaném roztoku (PBS, pH 7,4). Latka byla
podavana infuzni pumpou (KDS210, KD Scientific, Holliston, MA, USA) konstantni rychlosti
0,25ul/min v celkovém objemu 1 pl.). Kontrolni skupina dostavala 10 mM PBS (pH 7,4) ve
stejném objemu 1pl. Dvanéctidenni zvifata byla po celou dobu oddéleni od matek udrzovana pti

teploté hnizda (34,5 = 0,5 °C).
2.1.3 Injekce Endotelinu-1

Chirurgicky zékrok byl proveden za pouziti izofluranové anestézie (1,5-2% izofluranu).

K infuzi endotelinu-1 (ET-1) byla pouZita jemna kanyla (PlasticOne, Bilaney Consultants GmbH,
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Diisseldorf, Némecko; vnéjsi prumér 200 um), ktera byla zavedena do pravého dorzalniho
hipokampu na zéklad¢ presn¢ stanovenych soufadnic: u zvitat ve véku P12 AP = 3,0; DV = 3,0;

ML = 3,0 mm vzhledem k bregmé¢ a u zvitat ve véku P25 AP =3.5; DV =3.5; ML = 3.5 mm.

Leva senzomotoricka kiira \

Levy hipokampus

Obr. 4 Schematické znazornéni umisténi elektrod pro zaznam EEG

Plocha stiibrna elektroda byla umisténa epidurdlné nad levou senzomotorickou kirou
(AP =0, ML = 2,5 mm), teflonem izolovana stiibiena elektroda (OD = 200 pm) implantovana do
levého dorzalniho hipokampu na stejnych soufadnicich jako kanyla. Pro zajiSténi nezbytné
referencni hodnoty byly indiferentni a uzemnovaci elektrody implantované epiduralné nad oblasti
mozecku (Obrazek 4). Elektrody a kanyly byly dikladné zafixovany na lebce pomoci zubniho
akrylu (#1208561, SpofaDental, Praha, Ceska republika) a zvifatim byla poskytnuta nejméné
hodinova doba na zotaveni. Nésledn¢ byla umisténa do plexisklovych boxii na vyhiivanou

podlozku (34,5 £ 0,5 °C) a ptipojena k EEG systému pomoci kabeli.
2.1.4 Registrace a vyhodnoceni EEG

Pted infuzi ET-1 byl po dobu 20 minut zaznamenavén bazalni EEG. Poté byl podan ET-

1 a EEG bylo dale zaznamenéavano po nasledujicich 100 minut. Poté byla zvifata vracena do svych
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domovskych kleci. Schéma priitbéhu experimentu s orientacni dobou trvani jednotlivych kroku

je uvedeno na Obrazku €. 5.

Implantace , A . Sledovani
elektrod %_E Zotaveni %_E Bazalni EEG q_% Infuze ET-1 H FEG

~ 1 hodina ~ 30 minut 2 hodiny

Obr. 5 Schéma zndzornuje prubéh monitorovani EEG, véetné vsech jednotlivych komponent a

Jjejich priblizného casovani

Béhem obou registracnich obdobi byl odhadnut pocet a délka elektrofyziologickych
zachvatl (tj. alespon pétisekundové tUseky rytmickych ostrych vin), ukazka zdznamu takového
zachvatu je znazornéna na Obrazku ¢. 6. Celkova doba zachvatl byla vyjadiena jako Cas straveny

v zachvatech na registra¢ni obdobi.

Hill IEE =
v
w
=

2
=]
=)

Obr. 6 Na obrazku je uveden priklad analyzovaného zaznamu EEG provedeného pomoci softwaru
LabChart. EEG zaznam z kanalu 1 (Cervené, senzomotoricka kiira) a kandalu 2 (modre,
hipokampus) u potkanit po aplikaci ET-1. Ve zvyraznené oblasti je patrny vyskyt spontanniho
epileptického zdchvatu charakterizovaného vysokofrekvencnimi vyboji s vyraznou amplitudou.
Vpravo je uvedena spektralni analyza vykonu (PSD) odpovidajici stejnému casovému useku jako
vSe uvedené EEG zaznamy. Zvyrazneéna oblast ukazuje vyrazny narist vykonu v pasmu 5—-9 Hz

béhem zachvatu, ktery je pozorovatelny v obou kandlech.
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Jednim z klicovych parametri méfenych béhem téchto experimentl byla latence, tedy
Casovy interval, ktery uplynul do prvniho zachvatu. Béhem obou registra¢nich obdobi byl sledovan
pocet zachvat i jejich trvani. Zachvaty byly definovany jako rytmické ostré komplexy, které
trvaly nejméné 5 sekund. Celkova doba trvani zachvatti byla poté vyjadiena jako kumulativni ¢as

straveny v zachvatech béhem celé¢ho sledovaciho obdobi.

Casti zvifat byla ve stereotaktickém zafizeni, za pouziti anestezie isofluranem,
implantovana kanyla do pravého dorzalniho hipokampu a nasledné byla infundovana latka ET-1
(n = 6) nebo PBS (n = 6), jak bylo popsdno vyse. Poté byla klize na hlavé uzaviena pomoci
netoxického lékaiského lepidla (Kollodium, PENTA, Ceska republika) a po probuzeni byla zvitata
navracena k matce. Po dosazeni v€ku P25, tedy 13 dni po intrahipokampalni infuzi, byly zvifatim
implantovany elektrody, jak je popsano vyse, a byla provedena ¢tyfhodinova registrace spontanni

EEG aktivity.
2.1.5 Metoda sledovani zmén Ca*" aktivity pomoci optické fotometrie

2.1.5.1 Injekce viralniho vektoru

Zvitata ve véku PS5 byla uvedena do mirné anestezie pomoci isofluranu (1,5-2 %) a
nasledné jim byl pomoci mikropipety intranazaln€¢ aplikovan virovy  vektor
AAVSE.Syn.GCaMP6f. WPRE.SV40 (titr > 1E13 GC/ml) v objemu 700 nl (350 nl do kazdé nosni
dirky). Po ukonceni anestezie a uplném probuzeni byla mlad’ata vracena matce. Doba separace

mlad’at od matky nepresahla 10 minut.

2.1.5.2 Metoda sledovani zmén koncentrace Ca?

Operacni zékrok byl proveden podobné jako v experimentu s EEG u zvitat ve véku P12.
Zvitatim byla implantovana kanyla a optické snimace o priméru 250 pm — jeden v blizkosti
kanyly smérem posteriorné¢ a druhy v kontralaterdlnim hipokampu. Kanyla i snimace byly
zafixovany k lebce a kiizi pomoci zubatského akrylatu (#1208561, SpofaDental, Praha, Ceska

republika) a po probuzeni byla mlad’ata navracena k matce.
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Po hodinové rekonvalescenci byla zvitata pfipojena k nahravacimu systému (TriColor
Photometry, RWD, Cina) prostiednictvim optického vldkna a bylo monitorovano uvoliiovani
vapniku v nervové tkani po intrahipokampalni infuzi (ET-1 nebo PBS). Podani latek probéhlo
identicky jako v pokusu s EEG. Tento systém umoziuje simultanni sledovani zmén intracelularni
koncentrace vapniku ve vice mozkovych oblastech pomoci vicevinovych LED zdrojt a detekéni
jednotky CMOS (Complementary Metal-Oxide Semiconductor). Monitoring probihal maximalné

2 hodiny po infuzi. Obrazek 7 znazoriiuje experimentalni design.

P5 P12
Aplit intra-tipokampal
RIS — Implantace kamyl B o ET1
toveho vektor a optideich snimach — Zotaven m—) 11 infloe
tieho PE
~10 tmin ~1 hod. -2 hod,

Obr. 7 Schéma experimentalniho postupu. V postnatalnim dni P5 byla zviratum intranazalné
aplikovana virova suspenze (AAV8.Syn.GCaMP6f.WPRE.SV40). V P12 byla provedena
implantace kanyl a optickych snimacii, nasledovana hodinovym zotavenim. Poté byla provedena
intra-hipokampalni infuze latky (ET-1 nebo PBS) a monitorovani mozkové aktivity po dobu

priblizné dvou hodin.

Optické signaly byly generovany pomoci tfi excitacnich LED diod s vinovou délkou 410,
470 a 560 nm — a vedeny skrze dichroické zrcadla do jednoho optického vldkna, které se vétvilo
do vice snimacl pfipojenych ke zvifatim. Vysilané svétlo budilo fluorescenci indikatoru
GCaMPo6f exprimovaného v cilovych strukturach, pficemz zpétny fluorescencni signal byl skrze
stejny kabel zachycovan a veden zpét do systému, kde byl analyzovan pomoci CMOS detektord.
Me¢éteni bylo fizeno a zaznamenavano pomoci softwaru pfipojeného k pocitaci. Fluorescenéni
signal byl vyhodnocen jako AF/F, tedy relativni zména fluorescence vici vychozi irovni, a odrazel
zmény v neurondlni aktivité vyvolané ischemickym inzultem (ET-1) nebo kontrolni latkou (PBS).

Schématické znazornéni vyse popsaného systému je uvedeno na Obrazku 8.
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Obr. 8 Schéma systému TriColor Fiber Photometry (RWD) pouzitého k zaznamu vépnikové
aktivity u voln¢ se pohybujicich zvitat. Excitacni svétlo o vinovych délkach 410 nm, 470 nm a 560
nm je generovano tremi samostatnymi LED diodami a ndsledné vedeno optickou soustavou pres
dichroicka zrcadla do optického vidkna. Svétlo je distribuovano rozvetvenym kabelem
(,, branching patch cord ) ke snimaciim implantovanym do mozku zvirat. Emitovana fluorescence
z indikatoru GCaMPO6f je sbirdana stejnym optickym kabelem a detekovina pomoci CMOS kamer.
Cely systém je Fizen a zaznamenavan prostrednictvim pocitace. Obrazek zndzornuje soucasny

zdznam u vice zvirat béhem jednoho méreni.
2.1.6 Histologie

Na konci vSech experimenti (EEG ¢i optické fotometrie) vSechna zvifata byla
anestetizovana uretanem (2 g/kg, i.p.; #U2500, Sigma-Aldrich, USA) a néasledné transkardialné
perfundovana 4% paraformaldehydem (Druga et al. 2005). Mozky byly vyjmuty,
kryoprotektovany v postupné zvySujicich se koncentracich sachardzy, zmrazeny a koronarné
krajeny na fezy o tloust’ce 50 pm (kazdy paty fez). Rezy byly shromazdény, uchovavany pii —20 °C

v kryoprotektivnim roztoku a néasledné pouzity pro dalsi analyzu.
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Histologicka data nejsou soucasti této diplomové prace. Verifikace polohy kanyly a elektrod

byla provedena u vSech zvirat.

2.1.7 Metody analyzy vysledki
2.1.7.1.Analyza EEG

Analyza EEG byla provedena offline pomoci softwaru LabChart Reader v.8
(ADInstruments Pty Ltd., USA) a vlastniho skriptu v MATLAB (MathWorks, Natick, MA, USA).
Kazdé zvife bylo analyzovano individualné. Na EEG signal byl aplikovan ,notch® filtr na

frekvenci 50 Hz a“ band-pass* filtr v rozsahu od 0,5 do 70 Hz.

Pii analyze akutniho EEG monitoringu byly kvili moznému ruseni zplisobenému
akutnimi manipulacemi z analyzy vylou€eny nésledujici Casové useky: jedna minuta pted

zavedenim infuzniho katétru, samotna doba infuze (4 minuty) a prvni minuta po vytazeni kanyly.

Kazdy EEG soubor byl analyzovan z hlediska vyskytu spontannich zachvatl, jejich
Casového rozloZeni, primérmné a celkové doby trvani a také ptfitomnosti epileptiformnich
paroxysmalnich udalosti. Spontanni zachvaty byly definovany jako epizody s frekvenci 5-9 Hz a
amplitudou alespont dvojnasobnou oproti zdkladni EEG aktivité subjektu. Minimalni délka
zachvatu Cinila 5 sekund a mezi dvéma samostatnymi zachvaty mohl byt maximalni interval 1
sekunda. Epileptiformni udélosti byly definovany obdobné s frekvenci 5-9 Hz a zvySenou

amplitudou, avSak s kratSim trvdnim v rozmezi 2—4,5 sekundy.

Pro vypocet spektralni hustoty vykonu (PSD) byla pouzita rychld Fourierova
transformace (FFT) s Hannovym (cosine-bell) oknem o velikosti 1024 vzorkt, bez piekryti a s
odstranénim nulové frekvence. Tento postup umoznil reprezentovat frekvenéni spektrum

jednotlivych EEG pasem v 5sekundovych péti oknech celkového EEG zdznamu.

Vypocet PSD byl proveden v programu LabChart Reader (AD Instruments) pro jednotliva
frekven¢ni pasma: delta (0,5-4 Hz), theta (4,5-8 Hz), alpha (8,5-13 Hz), beta (13,5-24 Hz) a
gamma (24,5-68 Hz). Ziskana data byla nésledné exportovana do programu MATLAB
(MathWorks, USA) pro dalsi zpracovani.
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Relativni spektralni hustota vykonu EEG byla ziskdna normalizaci absolutni spektralni
hustoty vykonu pro kazdou frekvenci vici priméru absolutni spektralni hustoty vykonu napfti¢
vSemi frekvencemi. Normalizované hodnoty pétivtefinovych intervall byly nasledné

zpramérovany po 20 minutach a teprve poté pouZzity pro statistickou analyzu dat.

Tento postup byl zvolen za i¢elem normalizace dat a sniZeni entropie vysledku, ktera
mohla byt ovlivnéna faktory jako operacni podminky, odpor elektrod ¢i spojovaci kabely. Kromé
toho jsme pro analyzu dynamickych vztahti mezi rtiznymi frekvencnimi slozkami EEG vypocitali

pomér PSD mezi pasmy alpha/theta a gama/theta.

2.1.7.2 Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu byly shromazdény udaje tykajici se detekce zachvatd, vcetné poctu
nevyprovokovanych elektrografickych zachvatd, praimérné délky jejich trvani a praimérného poctu
epizod. Pro vySe uvedené parametry byl pouZit Studentiv t-test. Jednofaktorova analyza (One-
Way ANOVA) s néslednym Sidakovym post-hoc testem byla pouzita pro statistické porovnani
vyskytu hrotd. Dvoucestna analyza rozptylu (Two-Way ANOVA) s Tukeyho post-hoc testem byla

pouzita  pro  statistickou  analyzu = zmén = spektrdlni  hustoty @ EEG  pasem.

Veskeré analyzy byly provedeny pomoci programu GraphPad Prism v9 (GraphPad, USA).
Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Data prezentovana jako primér a standartni odchylka od priméru (SEM) a primér a standartni

odchylka (SD). Viz v popiscich k jednotlivym grafim.
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2.2 Vysledky

Prakticka ¢ast této diplomové prace byla zamétfena na analyzu EEG zdznami u mlad’at
potkant s cilem sledovat vyvoj a charakter epileptiformni aktivity v modelu fokélni ischemie,
navozené injekci ET-1 do hippocampu. Celkem bylo analyzovano EEG 27 zvitat rozdélenych do

skupin podle v€ku a podle aplikované latky.

Experimentalni potkani byli rozdéleni do dvou vékovych skupin: P12 (12 dni po
narozeni) a P25 (13 dni po intrahipokampalni infuze ve veku P12). Kazda vékova skupina byla
dale rozdélena na dvé podskupiny — experimentalni skupinu, které byla aplikovéna latka ET-1, a
kontrolni skupinu, jez dostala fosfatovy pufr (PBS). Pfehledné rozdéleni skupin a pocet zvifat v

jednotlivych podskupinach jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4 Rozdeéleni zvirat pouzitych pro analyzu EEG zdznamii.

P12 P12+13
ET-1 9 6
PBS 6 6

Druha ¢ast praktické Casti diplomoveé prace byla zaméfena na sledovani aktivity vapniku
v prubéhu fokalni ischemie. Za timto uCelem byla vytvofena dal$i skupina zvirat, kterd byla
rozdélena na dv€ podskupiny. Ob¢ podskupiny obdrzely ve véku PS5 virdlni vektor (jeho aplikace

je popsana vyse v kapitole 2.2.4).

Ve véku P12 byla zvifatim chirurgicky implantovana opticka sonda pro sniméni zmén
koncentrace vapniku. Nasledné¢ byla tato skupina rozd€lena na dvé casti: jedna podskupina
obdrzela stejnou davku endotelinu-1 jako skupiny uréené pro EEG monitorovani, zatimco druhé

byla aplikovana PBS a slouzila jako kontrolni skupina.

Ptehledné rozdéleni skupin se zdznamem aktivity vapniku je uvedeno v Tabulce 5.

39



Tabulka 5 Ukdzka rozdéleni zvirat pro zkoumani aktivit vapniku.

P12
ET-1 3
PBS 2

Prehled vyskytu epileptickych zachvati nap¥ri¢ raznymi vékovymi kategoriemi

Nejprve jsme u kazdé skupiny zvifat vyhodnotili celkovy vyskyt zachvatové aktivity
béhem dvouhodinového zaznamu u skupiny P12 a ¢tythodinového zaznamu u skupiny P25,
abychom ziskali zakladni piehled o vyskytu epileptogenni aktivity v rtznych vékovych

kategoriich.

Generalizované elektrografické zachvaty byly zaznamendny u vSech deviti zvifat ze

skupiny P12, kterym byla podana latka ET-1. Podobny trend byl pozorovan i ve skupiné P25.

V souladu s predchozimi studiemi (Tsenov et al. 2015; Vondrakova et al. 2020) vedla
intrahippokampalni infuze ET-1 ke wvzniku zachvati u vSech zvifat ve sledovanych
experimentalnich skupinach. V kontrolni skuping, které bylo aplikovano pouze vehikulum (PBS),
nebyly zachvaty zaznamenany — vyskytly se pouze ojedinélé vyboje a kratké série komplext typu
vyboj— pomalé vlna s trvanim krat§im nez 1 sekunda. Tyto jevy byly pfitomné béhem celé¢ho
zaznamu a zacinaly jiz pted infuzi PBS. Jejich charakter naznacuje, Ze pravdépodobnou pfi¢inou

je akutni operacni zakrok a mechanické poSkozeni tkané v disledku implantaci elektrod

Naopak experimentalni skupina s aplikaci ET-1 vykazovala konzistentni vyskyt
elektrografickych zachvati. Kazdé zvife z obou experimentéalnich skupin zaznamenalo alespoii
jeden zachvat béhem monitorovani. Po infuzi ET-1 byly pozorovany prodlouZené série

,»polyspike* a ,,spike-wave* aktivity. Zachvaty byly lokalizovany vyhradné v oblasti hipokampu a
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bez vyrazné propagace do senzomotorické kiiry, coz vysveétluje absenci motorickych projevi

(kie&i).

Elektrografické zachvaty byly pozorovany vyhradné u zvirat s aplikaci ET-1, nikdy vSak

v kontrolni skupiné (obrazek 9 a 10).

Skupina P12
Celkovy pocet zachvatl Pocet zachvatl v daném &asovém Gseku
80- 20 3 PBS
. ET-1
= 154
g 50 £
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2 g 10
‘S 40+ S
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2 204 o
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0 . v 1) © N \“’\
PBS ET-1 gas (min)

Obr. 9 Analyza epileptické aktivity ve skupiné P12 po aplikaci ET-1. Grafy zndzornuji (Vievo)
celkovy pocet zachvatu, udaje jsou uvedeny jako primér a SEM. (Vpravo) (smérodatna chyba
pruméru). Pocet zachvatu (priimeér + SEM) v jednotlivych casovych usecich (20min bloky) behem
dvouhodinového zaznamu EEG u skupiny potkanii ve stari P12 po intrahipokampalni aplikaci ET-
1 (Cerné sloupce). Zachvatova aktivita zacind brzy po aplikaci latky a dosahuje maxima mezi 21.
a 60. minutou. V pozdéjsich fazich dochazi k postupnému poklesu cetnosti zachvatii. Skupina s
aplikaci PBS (kontrola) nevykazovala Zadnou epileptiformni aktivitu. Data ukazuji dynamiku

vyskytu zachvatii v case po indukci ischémie.

Porovnani vyskytu epileptiformni aktivity ve formé ostrych hrota (,,spike* aktivity) pted
aplikaci latky a po ni bylo provedeno pouze u skupiny P12. Intrahipokampalni infuze ET-1
signifikantné zvysila pocet hrot v EEG v porovnani s EEG kontrolni skupiny (p < 0,05).
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Obr. 10. Celkovy pocet epileptiformnich vyboji béhem bazalniho zaznamu a po aplikaci latek u
skupiny P12. Sloupcovy graf zndzornuje prumérny pocet epileptiformnich vyboju zaznamenanych
béhem tricetiminutového bazalniho EEG zaznamu (baseline), po aplikaci PBS (kontrolni skupina)
a po aplikaci ET-1 (experimentalni skupina). Skupina ET-1 vykazuje statisticky signifikantné vyssi
vyskyt vybojii ve srovnadni s ostatnimi skupinami (p < 0,05, oznaceno hvezdickou). Hodnoty jsou

vyjadieny jako priimer + SEM.
Skupina P25

Skupina P25 byla vyuzita jako model vyskytu generalizovanych epileptickych zachvatt
po ukonceni hlavni faze epileptogeneze. Zvitata podstoupila ¢tythodinové EEG monitorovani,
pfi¢emz ziskand data byla analyzovéana z hlediska celkového poctu zachvati, primérného trvani

jednotlivych zachvatt a celkové délky zachvatové aktivity.

Podobné jako u mladsich zvifat (skupina P12) vedla intrahipokampalni aplikace ET-1 ke
vzniku elektrografickych zachvatl u vSech jedinct. Ve skupiné PBS se zddné zachvaty nevyskytly.
Prestoze obé vékové skupiny reagovaly na ET-1 epileptiformni aktivitou, bylo mozné pozorovat

vyrazné rozdily jak v celkovém mnozstvi zachvatd, tak v jejich casovém rozloZeni.

Ve skupiné P25 bylo béhem ctythodinového zadznamu zaznamenano vice nez 130
zachvatll, coz je témét dvojnasobek oproti skupiné P12, u které bylo béhem dvouhodinového

zdznamu zaznamenéano piiblizné 70 zachvatl. Rozdily byly patrné také v ¢asovém priubéhu —
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zatimco ve skupin¢ P12 byl vyskyt zachvatl nejvyssi mezi 20. a 60. minutou, u skupiny P25 byla
aktivita relativn¢ konstantni béhem prvnich dvou hodin, nasledné doslo k jejimu poklesu a v
posledni (¢tvrté) hodiné se mirn¢€ obnovila (obrazek 11). Tato pozorovani naznacuji vékove zavislé

rozdily v dynamice epileptiformni aktivity po ischemickém poskozeni.

Celkovy pocet zachvatl Pocet zachvatu v daném ¢asovém useku
150+ 10 PBS
— m ET-
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o 2
0 I I Il )
0 . 1h 2h 3h 4h
PBS ET-1 gas(h)

Obr. 11 Analyza epileptické aktivity ve skupine P25 po aplikaci ET-1. (Vlevo) Celkovy pocet
zdchvatii dvé hodiny po infuzi 1éku u ischemické skupiny P25. Udaje jsou uvedeny jako priméry
za hodinu. Pocet zachvatu zaznamenanych v jednotlivych hodinach béhem ctyrhodinového EEG
zaznamu u skupiny potkanit P25 po aplikaci ET-1 (Cerné sloupce). V kontrolni skupiné s aplikaci
PBS (sedé sloupce) nebyla epileptiformni aktivita zaznamendna. (Vprave) Graf zndzornuje pocet
zdchvatii v jednotlivych hodinovych intervalech béehem ctyrhodinového zaznamu EEG. U skupiny
s aplikaci ET-1 byl vyskyt zachvatii nejvyssi behem prvnich dvou hodin, nasledné klesl a ve ctvrté

hodiné doslo k mirnému obnoveni aktivity. V kontrolni skupiné PBS se zZadné zdchvaty nevyskytly.
Analyza spektralni hustoty vykonu (PSD)

Za ucelem hlubSiho porozuméni problematiky perinatdlni fokalni ischemie byla
provedena doplnujici analyza diive ziskanych EEG zdznamt. VSechny zaznamy byly zpracovany

metodou PSD, pficemz podrobny popis postupu analyzy je uveden v kapitole 2.1.4.

Skupina P12 zahrnovala dvouhodinové EEG z4znamy, zatimco u skupiny P25 byly
analyzovany ctythodinové zdznamy. Vzhledem k této rozdilné délce monitorovani se v niZe

uvedenych vysledcich objevuji urcité odlisnosti, které je nutné zohlednit pfti jejich interpretaci.
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Vykonové spektralni hustoty (PSD) jednotlivych frekvencnich pasem
Skupina P12 — akutni

Ve skupiné P12 bylo hlavnim cilem prace podrobné sledovani zmén EEG signalu v ¢ase.
Proto jsme se zaméfili na detailni analyzu zaznamii pomoci spektralni hustoty vykonu (PSD). Pro
lepsi ptehled o vyskytu epileptiformni aktivity byly vytvofeny tepelné mapy, které znézornuji
rozlozeni PSD v jednotlivych frekven¢nich pasmech v rdmci jednoho minutového intervalu. Tento
typ grafického zobrazeni umoznuje detailné sledovat ¢asovy vyvoj aktivity v jednotlivych
frekvencnich pasmech a poskytuje dilezité informace o pritbéhu akutni epileptiformni aktivity

v kontextu fokalni ischemie.

Grafické vystupy z téchto analyz jsou uvedeny na Obrazcich 12—-16. Kazdy obrazek
obsahuje Ctyfi Casti. Dva horni grafy znazornuji primérnou PSD aktivitu béhem jednoho
minutového tUseku pro kazdou experimentalni podskupinu — ET-1 a PBS — a to samostatné pro
kandl Chl (kdra) a Ch2 (hipokampus). Spodni grafy porovnavaji zmény v jednotlivych
frekvencnich pasmech v obou kandlech (Chl a Ch2) ve dvacetiminutovych ¢asovych tusecich.
Podle predchozich studii (Vondrakova et al. 2020) pravé tento Casovy ramec nejlépe odhaluje

rozdily ve vyskytu epileptiformni aktivity.
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Obr. 12 Horni cast obrazku zobrazuje tepelné mapy primerného spektralniho vykonu v delta
frekvencnim pasmu (0,54 Hz) pro jednotlivé minutové useky behem 120minutového EEG
zaznamu. Levy panel zndzornuje aktivitu v kanalu Chl (kura), pravy panel v kandlu
Ch2 (hipokampus). U kazdého kandlu je horni Fadek mapy tvoren daty z kontrolni skupiny (PBS)
a spodni radek daty ze skupiny s aplikaci ET-1. Barevnd skala reprezentuje intenzitu
normalizovaného spektralniho vykonu. Spodni cast obrazku obsahuje sloupcové grafy znazornujici
primeérny normalizovany vykon v delta pasmu, zprumérovany po dvacetiminutovych casovych
usecich. Levy graf odpovida kandlu Chl (kiira), pravy kandlu Ch2 (hipokampus). Cerné sloupce
oznacuji skupinu ET-1, bilé sloupce kontrolni skupinu (PBS). Statisticky vyznamné rozdily byly
hodnoceny pomoci dvoucestné analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA) s Tukeyho post-hoc testem.
VV zZadném z analyzovanych casovych intervalii nebyl zaznamendn signifikantni rozdil mezi
skupinami (F = 0,14, p = 0,9804; ns) a neprokazaly signifikantni vliv casu (F(1,56; 36,47) =
1,909, ns). Hodnoty jsou vyjadieny jako primeéer + SEM.
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Obr. 13 Zobrazeni je strukturovino stejné jako na Obrazku 12. Vysledky dvoucestné analyzy
rozptylu (Two-Way ANOVA) s Tukeyho post-hoc testem neprokdazala Zadny signifikantni
statisticky vyznamny efekt casu (F(2,521; 6,827) = 0,4109, p = 0,65006),) ani interakce mezi casem
a skupinou (F(1,547; 12,59) = 3,430, p = 0,1295).
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Alpha 8.5-13 Hz
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Obr. 14 Zobrazeni je strukturovano stejné jako na Obrazku 12. Vysledky dvoucestné analyzy
rozptylu (Two-Way ANOVA) neprokazaly signifikantni viiv casu (F(4,002; 39,78) = 2,418, p >
0,05), ale ukdzaly vyznamny rozdil mezi skupinami (F(1,15) = 2,024, p<0,05). Post-hoc test dle
Tukeyho potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami v Ch2.
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Beta 13.5-24 Hz
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Obr. 15 Zobrazeni strukturované jako na Obrazku 12. Vysledky dvoucestné analyzy rozptylu
(Two-Way ANOVA) neprokazaly statisticky vyznamné jak pro faktor casu (F(14, 65) = 3,585, p <
0,05), ale prokdzaly pro faktor skupiny (F(1, 6) = 57,621, p = 0,0002). Post-hoc test dle Tukeyho
potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou PBS a skupinou s aplikaci ET-1 (p < 0,001) v
Ch2.
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Gamma 25—70 Hz
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Obr. 16 Zobrazeni je strukturovano stejné jako na Obrazku 12. Statisticka analyza pomoci
dvoucestné analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA) odhalila vyznamné rozdily jak pro faktor casu
(F(17, 26) = 3,275; p < 0,0001), tak pro faktor skupiny (F(1, 4) = 49,82; p = 0,0002). Post-hoc
test podle Tukeyho potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami PBS a ET-1 (p < 0,05).

Pro celkovy piehled provedenych analyz byly vytvofeny Tabulka ¢.6 a Tabulka ¢. 7,
které shrnuji zmény v chovani jednotlivych frekvencnich pasem v prubéhu celého 120minutového
zaznamu EEG. Tyto tabulky uvadéji statisticky vyznamné rozdily v aktivit¢ EEG ve skupiné s

aplikaci ET-1 ve srovnani s kontrolni skupinou PBS.

Jak bylo zminéno vySe, hlavnim cilem této prace bylo nalézt potencidlni diagnosticka
kritéria pro jednoduché, neinvazivni a v€asné stanoveni perinatalni fokalni ischemie. Tabulka 6
(shrnuje signifikantni zmény spektralni hustoty vykonu v kanalu Chl, ktery odpovida aktivité v
oblasti kiiry) a 7 (obsahuje pfehled vysledkii pro kanal Ch2, odpovidajici aktivité¢ v oblasti

hipokampu) mohou slouZit jako prvni ndznak moznych biomarkera.
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Tabulka 6. Prehled signifikantnich zmeén spektrdalniho vykonu v jednotlivych frekvencnich
pasmech ve skupiné ET-1 v porovnani s kontrolni skupinou PBS behem 120minutového EEG

zaznamu v kortexu (Chl) ve skupiné P12.

Casovy Delta Theta Alpha Beta Gamma
interval

v minutach

0-20 7
2140 l 1 7
41-60 l ! !
61-80 l T
81-100 1 1 T
101-120 l 7 T

Sipky oznacuji smer zmeny spektralniho vykonu (1 = signifikantni zvyseni, | = signifikantni
snizeni). Sedé vyznacend pole oznacuji casové useky bez signifikantnich rozdilii. Analyza byla
provedena zvlast pro kazdé frekvencni pdasmo v Sesti dvacetiminutovych usecich pomoci

dvoucestné analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA), p<0,05.

Infuze ET-1 vedla k vyznamnému poklesu aktivity v delta (1,2—4 Hz) a theta (4-7 Hz)

pasmu, pfedev§im bé¢hem prvnich 80 minut po aplikaci, coz mlze reflektovat dynamiku akutni
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faze ischemického poskozeni kliry Naopak doslo ke zvySeni aktivity v beta (13,5-24 Hz) a gamma

(25-70 Hz) frekvenc¢nich pasmech, a to pfevazné ve vSech ¢asovych intervalech po infuzi ET-1.

Tabulka 7. Prehled signifikantnich zmén spektralniho vykonu v jednotlivych frekvencnich
pasmech ve skupine ET-1 v porovnani s kontrolni skupinou PBS béhem 120minutového EEG

zdaznamu v hipokampu (Ch2) ve skupine P12.

Casovy Delta Theta Alpha Beta Gamma
interval

v minutach

0-20 1 l l 7
21-40 1 l 7
41-60 1 ) 1 7
61-80 1 1
81-100 1 1
101-120 1 T

Sipky oznacuji smer zmeény spektralniho vvkonu (1 = signifikantni zvyseni, | = signifikantni
snizeni). Sede vyznacena pole oznacuji casové useky bez signifikantnich rozdilii. Analyza byla
provedena zvlast pro kazdé frekvencni pdasmo v Sesti dvacetiminutovych usecich pomoci

dvoucestné analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA), p<0,05.
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Na rozdil od vysledka v kanalu Chl (kira), kde byl zaznamenan pokles delta aktivity,
intrahipokampéalni podani ET-1 vedlo k vyznamnému zvySeni vykonu v delta pasmu napfi¢ celym
zaznamem. V intervalu 2140 minut zGstala alpha aktivita snizend a v obdobi 41-60 minut byl
pozorovan vyrazny narust a beta aktivity. V gamma pasmu byl zaznamenan nartst aktivity béhem
prvnich 60 minut, nasledovany vyraznym poklesem v intervalu 60—100 minut. Tyto zmény mohou

odrazet odlisnou ¢asoprostorovou dynamiku ischemického postizeni hipokampu.

Skupina P25

Jednim z kliCovych cili této prace bylo nalézt nova diagnosticka kritéria pro ¢asné a
neinvazivni odhaleni perinatdlni fokalni ischemie. Tato studie je prvni, kterd se zamcéfila
na zkoumani kratkodobych nasledkt fokalni ischemie v perinatdlnim obdobi. Cilem bylo ovéfit,
zda i s kratkym ¢asovym odstupem po ischemické udalosti dochazi k epileptogeneze a jak se méni

aktivita v jednotlivych frekvencnich pasmech.

Stejné jako v ptipadé¢ analyzy PSD u skupiny P12 jsme i zde analyzovali spektralni vykon
v jednotlivych frekvencnich pasmech v kandlech Ch1 (kira) a Ch2 (hipokampus), a to samostatné
pro kontrolni skupinu (PBS) a pro experimentalni skupinu s aplikaci ET-1. Vysledky této analyzy
jsou shrnuty na Obrazcich 17-21.
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Obr. 17. Zmeény v delta pasmu u P25, t.J.13 dni po intrahipokampalni infuzi (primér + SEM).
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Vysledky dvoucestné analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA) statisticky vyznamné jak pro faktor
Casu (F(3,927; 46,52) = 4,637, p = 0,0033), tak pro faktor skupiny (F(1,12) = 57,52, p <

0,0001). Post-hoc test dle Tukeyho potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou PBS a

skupinou s aplikaci ET-1 (p < 0,05).

Theta 4,5-8 Hz

Theta Ch 1
4.5-8 Hz

0.5

m ET-1
0.4 = PBS
0.3
0.2

0.1

normalizovany celkovy vykon

0.0

Obr. 18. Zmény v theta pasmu u P25, t.j.13 dni po intrahipokampalni infuzi (primér + SEM). Ve

normalizovany celkovy vykon

ThetaCh 2
4.5-8 Hz

0.6
m ET-1

= PBS
0.4

0.2

0.0

frekvencnim pasmu theta byly vysledky dvoucestné analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA) statisticky
vyznamné jak pro faktor casu (F(13, 78) = 6,845, p < 0,0001), tak pro faktor skupiny (F(1, 6) =

94,41, p < 0,0001) a take pro interakci cas * skupina (F(13, 70) = 1,894, p = 0,0456). Post-hoc
test dle Tukeyho potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou PBS a skupinou s aplikaci ET-

1 (p < 0,05).
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Obr. 19. Zmeny v alpha pasmu u P25, t.j.13 dni po intrahipokampdalni infuzi (primér + SEM).

Vysledky dvoucestné analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA) neprokdzaly signifikantni viiv casu
(F(3,995, 45,48) = 2,309, p > 0,05), ale ukazaly vyznamny rozdil mezi skupinami (F(1,12) = 1224,

p < 0,05). Post-hoc test dle Tukeyho potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami v obou

mozkovych oblastech.
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Obr. 20. Zmeény v beta pasmu u P25, t.j.13 dni po intrahipokampalni infuzi (primér + SEM). Ve

frekvencnim pasmu beta byly vysledky dvoucestné analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA) statisticky
vyznamné jak pro faktor casu (F(13, 78) = 4,565, p < 0,0001), tak pro faktor skupiny (F(1, 6) =
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69,71, p = 0,0002). Post-hoc test dle Tukeyho potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou
PBS a skupinou s aplikaci ET-1 (p < 0,05).
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Obr. 21. Zmeny v gamma pasmu u P25, t.j.13 dni po intrahipokampalni infuzi (pramér + SEM).
Ve frekvencnim pasmu gamma nebyl zjisten statisticky vyznamny efekt casu (F(1,321; 7,927) =
0,3009, p = 0,6605) ani interakce mezi casem a skupinou (F(1,947; 10,49) = 2,630, p = 0,1195).
Byl vsak zaznamendn velmi silny statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou PBS a skupinou s

aplikaci ET-1 (F(1,000; 6,000) = 310,1, p < 0,0001).

Za ucelem ziskani uceleného piehledu o zménach spektralni aktivity v prab&hu
¢tythodinového EEG zadznamu ve skupiné P25 byla sestavena Tabulka 8 a tabulka 9. Tyto tabulky
poskytuji souhrn statisticky vyznamnych rozdili ve vykonové spektralni hustoté jednotlivych

frekvencnich padsem mezi skupinou s aplikaci ET-1 a kontrolni skupinou PBS.

Vysledky zachycuji vyvoj EEG aktivity v ¢ase v kanalu Ch1 (kiira, Tabulka 8) a kanéalu
Ch2 (hipokampus, Tabulka 9) a umoziuji sledovat dynamiku zmén v jednotlivych pasmech béhem

celého sledovaného obdobi.
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Tabulka 8 Tabulka shrnuje signifikantni zmény vykonové spektralni hustoty v jednotlivych
frekvencnich pasmech ve skupiné ET-1 v porovnani s kontrolni skupinou PBS béhem

¢tyrhodinového EEG zaznamu v kortexu (Chl) ve skupiné P25.

Casovy Delta Theta Alpha Beta Gamma
interval v
minutach

0-20 T T

21-40 i T

41-60 T T

61-80

— | > «| >

81-100

101-120

121-140 1

141-160 1

161-180 l

181-200

201-220

221-240

241-260

261-280

Sipky oznacuji smér zmény spektrdlniho vykonu (1 = signifikantni zvySeni, | = signifikantni
sniZeni), Sedé vyznacena pole predstavuji casové useky bez signifikantnich rozdilii. Analyza byla
provedena zvlast pro kazdé frekvencni pasmo v Sesti dvacetiminutovych usecich pomoci

dvoucestné analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA), p <0,05.

Ve sledovaném obdobi bylo zaznamenano vyznamné zvySeni vykonu v delta pasmu v
casovém intervalu 0—-60 minut, pficemz obdobné zvyseni bylo pozorovano také v pasmu alpha. V
beta pasmu byl vykon signifikantné zvySen ve dvou tsecich: v ¢ase 0-—20 minut a mezi 40—60
minutami. Naopak, vyrazné sniZzeni vykonu bylo zaznamenéno v intervalu 20—40 minut a 60-80
minut. ZvySeny vykon v theta pasmu byl zaznamenan v pozdé¢jsi fazi zdznamu, konkrétné mezi
140-200 minutami. V gamma pasmu bylo detekovano vyznamné zvySeni vykonu v ¢asovém

intervalu 0—60 minut.
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Tabulka 9. Prehled statisticky vyznamnych zmén vykonové spektralni hustoty v jednotlivych
pasmech mezi skupinou s aplikaci ET-1 a kontrolni skupinou s PBS béhem c¢tyrhodinového EEG
zaznamu v hipokampu (Ch2) ve skupiné P25.

Casovy Delta Theta Alpha Beta Gamma
interval \%
minutach

0-20 T

21-40 T

41-60 7

—| 5| -] —

61-80 l l

81-100 l

101-120 l

121-140

141-160

161-180 T

181-200

201-220

221-240

241-260

261-280

Sipky oznacuji smer zmeny spektralniho vykonu (1 = signifikantni zvyseni, | = signifikantni
snizeni), zatimco Sedd pole znazornuji casové useky bez zaznamenanych rozdilu. Analyza byla
provedena zvlast pro kazdé frekvencni pasmo v Sesti dvacetiminutovych usecich pomoci

dvoucestné analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA), p<0,05.

Ve srovnani se skupinou PBS vykazovala skupina ET-1 signifikantni sniZzeni aktivity v
delta pasmu v intervalu 80—-120 minut. V pasmu theta bylo pozorovano zvySeni vykonu mezi
161-180 minutami, zatimco v pasmu alpha doslo ke zvySeni v casném obdobi 0—60 minut. V beta
pasmu bylo zaznamendno zvyseni vykonu v intervalu 61-80 minut. V gamma pasmu byl vykon

vyrazné zvySen béhem prvnich 60 minut, ndsledovany poklesem mezi 61-80 minutami.
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Pomér frekven¢énich pasem

Jak jiz bylo uvedeno vyse, jednou z bézn¢ vyuzivanych metod pro diagnostiku ischemie
je analyza EEG zaznami. Zmény v jednotlivych frekvencnich pasmech mohou byt indikatorem
patologické aktivity, nicméné samostatna hodnota spektralniho vykonu v jednom pasmu casto

neposkytuje dostatecné specifické informace pro spolehlivou diagnostiku.

Z tohoto divodu jsme pftistoupili k analyze pomérii mezi jednotlivymi frekvenénimi
pasmy (delta/theta, alpha/theta, gamma/theta), s cilem zvysit vypovédni hodnotu EEG analyzy

a identifikovat potencialné presnéjsi biomarkery ischemického poskozeni mozku.

Pouziti poméra frekvenénich pasem jako diagnostického néstroje je bézné naptiklad
1 pfi hodnoceni trovné védomi, pozornosti nebo neurodegenerativnich zmén (Ben-Ari Y. et al.,
2014) a je povazovano za citlivéjsi pristup nez hodnoceni jednotlivych pasem izolované. V nasi
praci jsme tento pfistup aplikovali na model perinatalni fokalni ischemie s cilem ovéfit jeho

potencial pro ¢asnou detekci patologické aktivity.

Pro znézornéni vysledkl analyzy pomérti mezi jednotlivymi frekvenénimi pasmy jsme pftipravili
grafické vystupy, které jsou uvedeny na obrazcich 22 az 24 pro skupinu P12 a na obréazcich 25 az

27 pro skupinu P25.
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Skupina P12-akutnii
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Obr. 22. Pomeér vykonu mezi delta a theta u skupin s aplikaci PBS (modie) a ET-1 (Cervené),
zvlast v kure (Chl) a hipokampu (Ch2). Data jsou prezentovana jako primér + smerodatna
odchylka. V kiire (Chl) odhalila dvoucestna analyza rozptylu (Two-Way ANOVA) statisticky
vyznamnou interakci mezi faktory cas * skupina (F(5, 40) = 3,016; p = 0,0211), pricemz hlavni
efekt skupiny ani casu statistické vyznamnosti nedosahl (p > 0,05). Vyznamny byl také viiv
individudlnich rozdilu mezi zviraty (F(8, 40) = 4,589; p = 0,0005). V hipokampu (Ch2) nebyly
zaznamendny zadné statisticky vyznamné rozdily — ani v efektu casu (F(13, 78) = 0,4210; p =
0,9578), ani ve skupinovém efektu (F(1, 6) = 4,729; p = 0,0726), ani v interakci cas % skupina
(F(13, 70) = 0,8169; p = 0,6408).
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Obr. 23 Pomeér vykonu mezi alpha a theta. Popis jako na Obr. 22. V kiire (Chl) neodhalila
dvoucestna analyza rozptylu (Two-Way ANOVA) zadné statisticky vyznamné rozdily. Nebyla
potvrzena ani interakce c¢as * skupina (F(4, 32) = 0,8098; p = 0,5282), ani hlavni efekt casu
(F(1,588; 12,70) = 0,4631; p = 0,5962) ci skupiny (F(1, 8) = 1,962; p = 0,1989). V hipokampu
(Ch2) nebyly zaznamenany Zadné statisticky vyznamné rozdily. Ani efekt casu (F(15, 68) =
0,5320, p = 0,8968), ani efekt skupiny (F(1, 5) = 5,128, p = 0,0827), ani interakce cas * skupina
(F(14, 60) = 0,9067, p = 0,5507) nedosahly statistické vyznamnosti.
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Obr. 24. Pomeér vykonu mezi gamma a theta. Popis jako na Obr. 22. Dle vysledkii dvoucestné
analyzy rozptylu (Two-Way ANOVA) byly v kanalu Chl zjisteny vysoce signifikantni rozdily.
Prokazana byla vyznamna interakce mezi casem a skupinou (F(5, 48) = 17,46, p < 0,0001), hlavni
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efekt casu (F(5, 48) = 20,95; p < 0,0001) a rovnéz hlavni efekt skupiny (F(1, 48) = 49,03; p <
0,0001). V kanalu (Ch2) odhalila dvoucestna analyza rozptylu pro opakovana merenti (Two-Way
ANOVA) statisticky vyznamnou interakci cas x skupina (F(5, 40) = 2,618; p = 0,0387) a hlavni
efekt casu (F(1,929; 15,43) = 4,044, p = 0,0399). Hlavni efekt skupiny nebyl statisticky vyznamny
(F(1,8) = 0,0578; p = 0,8160).

Skupina P25
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Obr. 25 Pomeér vykonu mezi delta a theta. Popis jako na Obr. 22. V kiire (Chl) ukdzala dvoucestna
analyza rozptylu (Two-Way ANOVA) statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami (F(1,000; 6,000)
= 7,316, p = 0,0354). Nebyl vsak zjisten Zadny vyznamny efekt casu (F(2,151; 12,90) = 0,8610, p
= (0,4531) ani interakce cas * skupina (F(2,195; 11,82) = 1,459, p = 0,2729). V hipokampu nebyly
zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily. Ani efekt casu (F(13, 78) = 0,4210, p = 0,9578), ani
efekt skupiny (F(1, 6) = 4,729, p = 0,0726), ani interakce cas % skupina (F(13, 70) = 0,8169, p =
0,6408) nedosahly statistické vyznamnosti.
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Obr. 26. Pomer vykonu mezi alpha a theta. Popis jako na Obr. 22. V kiire odhalila dvoucestna
analyza rozptylu (Two-Way ANOVA) statisticky vyznamny efekt casu (F(13, 78) = 4,523, p <
0,0001) a vyznamnou interakci ¢as * skupina (F(13, 70) = 4,291, p < 0,0001), zatimco hlavni
efekt skupiny nebyl statisticky vyznamny (F(1, 6) = 1,619, p = 0,2503). To naznacuje, Ze vyvoj
pomeéru alpha/theta v case se mezi skupinami lisi, i kdyz celkové primerné hodnoty se nelisi
vyznamné. Naopak v hipokampu byly zjistény jak statisticky vyznamny efekt casu (F(13, 78) =
3,791, p = 0,0001), tak i hlavni efekt skupiny (F(1, 6) = 80,16, p = 0,0001), coz ukazuje na

konzistentni rozdily v poméru alpha/theta mezi skupinami v pritbéhu celého meéreného obdobi.
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Obr. 27. Pomer vykonu mezi gamma a theta. Popis jako na Obr. 22. V kiire odhalila dvoucestna
analyza rozptylu (Two-Way ANOVA) statisticky vyznamny efekt casu (F(13, 78) = 6,983, p <
0,0001), statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami (F(I, 6) = 11,09, p = 0,0158) a také
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vyznamnou interakci ¢as x skupina (F(13, 70) = 6,577, p < 0,0001). V hipokampu byly vysledky
rovneéz statisticky vyznamné pro vsechny faktory: cas (F(13, 78) = 3,385, p = 0,0004), skupinu
(F(1, 6) = 15,81, p = 0,0073) i interakci (F(13, 70) = 3,411, p = 0,0004). Dochdzi k vyraznému

narustu poméru gamma/theta v obou mozkovych oblastech po aplikaci ET-1

Opticka fotometrie

Jednim z cilii této prace bylo vyuziti optické fotometrie jako moderni techniky umoziujici
sledovani intracelularnich zmén koncentrace Ca** v redlném case. Tato metoda nabizi jedinecny
ptistup k pochopeni dynamiky ischemického poskozeni mozkové tkané€, zejména v nezralém
mozku, kde je ischemické kaskada ¢asto odli$na od procest v dospélém CNS. Pro realizaci tohoto
experimentu bylo nezbytné vyuzit geneticky upravené jedince exprimujici Ca*"-senzitivni

fluorescen¢ni indikator (GCaMP6f), coz vyzadovalo aplikaci virového vektoru.

Vzhledem k administrativnimu zpozdéni pii ziskavani povoleni na pouziti viralniho
vektoru pro genetickou modifikaci objektu vyzkumu doslo k vyrazné asové prodleve a nebylo
tedy mozné realizovat méteni v planovaném rozsahu pro dosazeni hranice statistické vyznamnosti.
Celkovy pocet zahrnutych zvitat je n = 6 (3 kontroly s PBS a 3 ischemicka zvitata s ET-1). Takto
maly vzorek navic vyrazné ovliviiyji individualni anatomické a fyziologické odchylky mezi
jedinci, coz dale snizuje vypovidaci schopnost vysledkii. Predbéznd vizudlni analyza dat vSak
naznacuje zmeény koncentrace Ca*" v oblasti ischemické penumbry po aplikaci ET-1, coz odpovida
predpokladanému nartistu neuronalni excitability a lokalni depolarizaci. V kontralateralnim

hipokampu  rovnéZ byl  pozorovan  ndrast  Ca**  aktivity = (Obrazek  28).
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Obr. 28 Ukazka zdznamu experimentu optické fotometrie. Signaly a zdznamy z ipsi- a

kontralaterdlniho hipokampu (zndzornéno zele

uvolnovani Ca?".

nou barvou), cervené Sipky ozmacuji vrcholy

V obou hipokampech jsme pozorovali zvySenou aktivita Ca** o cca 65 % po infuzi ET-1

oproti kontrolnii skupiné s PBS (Obrazek 29), co

Z do zna¢né miry koreluje s priibéhem zéachvatu,

ktery jsme pozorovali v pfedchozim experimentu.
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Obr. 29. Zmeény signalu Ca’* u P12 po

intrahipokampalni infuzi. Data Jjsou

prezentovand jako prumeér a SEM.
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Aby bylo mozné vyvodit pfesvédcivé zaveéry, je nutné:

1. Zajistit vétsi pocet zvifat v experimentalnich skupinéch.
2. Zlepsit technické provedeni samotné aplikace virového vektoru.

3. Optimalizovat nastaveni méfici aparatury a synchronizaci datového zdznamu

Zaverem lze tict, ze optickd fotometrie predstavuje vysoce perspektivni metodu pro

hlubsi pochopeni ischemické kaskady u perinatalni ischemie.
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2.3 Diskuze

Tato studie se zaméfuje na identifikaci biomarkerit EEG na modelu perinatalni fokalni
ischemie u potkanii. Perinatalni ischemie ziistava vyznamnym neurologickym problémem, ktery
je Casto spojen s nepiiznivymi dlouhodobymi nasledky, jako je opozdény neuropsychologicky

vyvoj, poruchy pozornosti a nekonvulzivni formy epilepsie (Ronan V. 2025).

K simulaci fokalni ischemie jsme pouzili model indukovany endotelinem-1 (ET-1),
ktery kopiruje patofyziologické procesy probihajici v lidském neonatadlnim mozku. Model ET-1 je
Siroce uznavan pro svou schopnost vytvaret reprodukovatelné ischemické 1éze a napodobovat
mikrovaskularni a neurondlni reakce pozorované u perinatalni cévni mozkové piihody (Adami A.

et al. 2016).

Vyvojové ¢asové body zvolené pro tuto studii — postnatalni den 12 (P12) a postnatalni
den 25 (P25) — byly vybrany tak, aby zachycovaly kritické faze vyvoje mozku. Ma se za to, ze
stadium P12 u potkanti zhruba odpovida neurovyvojovému véku odpovidajicimu 8-11 mési¢nimu
ditéti a P25 u potkanti zhruba odpovida neurovyvojovému véku odpovidajicimu Sestiletému ditéti,
takZe je zvlasteé dilezité pro modelovani pozdnich u¢inkl ischemického poskozeni v raném véku

(Schupper et al. 2020)

Zatimco mnoho piedchozich studii se soustfedilo na identifikaci akutnich zmén v EEG
vzorcich bezprostiedné po ischemii, pomérné malo jich zkoumalo dlouhodobé zmény v kortikalni
a hipokampalni aktivite, které mohou pfedpovidat pozd€jsi vznik epilepsie, jako jedné z moZnych
postischemickych komplikaci, zejména nekonvulzivni generalizované epilepsie. Nase studie fesi
tuto mezeru hodnocenim opozdénych elektrofyziologickych korelati casného fokalniho

poskozeni.

Udaje EEG byly shromazdény jak ze senzomotorické kiry, tak z kontralateralniho
hipokampu, dvou oblasti, které se kriticky podileji na vzniku a §ifeni zachvati. Pfedchozi vyzkum
ukézal, Ze hipokampus je obzvlasté zranitelny viici ischemickému poskozeni jak u novorozenct,
tak u dospé€lych modeld, pticemz Casto vykazuje hluboké zmény excitability a synchronizace sité

(Johansen F. F. 1983). Naopak méné studii se zabyvalo dlouhodobymi zménami v senzomotorické
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kure, pfestoze je funkéné zapojena do generalizovanych zachvatovych siti. Dle piedchozich
vysledkt (Tsenov et al., 2007; Tsenov et al., 2015), epileptickd aktivita po intrahipokampalni
infuzi ET-1 byla detekovana v ipsi- 1 v kontralateralnim hipokampu. Amplituda zachvatti vSak

byla vyssi v ipsilateralnim hipokampu.

Ptredpokladali jsme, Ze zatimco hipokampalni aktivita bude vykazovat nejvyraznéjsi
patologické znaky, senzomotoricka ktira by mohla vykazovat jemné, nespecifické zmény. Kritické
je, ze absence jasnych abnormalit EEG v klie v P25 by neméla byt mylné interpretovana jako
nepiitomnost patologické aktivity v hlubSich oblastech mozku, jako je hipokampus (Jaatela J.

2017)

Pro zachyceni dynamickych elektrofyziologickych zmén v c¢ase byly zvoleny
dvacetiminutovy Casovy profil pfedstavuje optimalni reprezentaci udalosti z hlediska
elektrofyziologie 1 neurochemickych zmén po intrahipokampalni infuzi ET-1 do hipokampu 12-

dennich potkanii.

Kromé analyzy surového EEG byla do této studie zahrnuta analyza vykonové spektralni
hustoty (PSD) vypoctené pro obé oblasti. Analyza PSD je v neurovédach Siroce pouZivana
technika pro kvantifikaci rozloZeni vykonu v jednotlivych frekvenénich pasmech a ukazala se jako
cenna pfi identifikaci Casnych ptiznakd abnormdlni mozkové aktivity u epilepsie a ischemie
(Shrivastava H. 2022). Analyzou frekvencné specifickych vzorcti PSD a vypoctem pomérti pasem
(napft. alpha/theta, delta/theta, gamma/theta) jsme se zaméfili na identifikaci potencialnich
biomarkerli epileptogeneze a sitové dysfunkce, ktera se mize vyvinout po perinatalni ischemii

(Sato M., 2022).

Prvni ¢ast nasi studie se zaméfila na hodnoceni EEG aktivity ve dvou vyvojovych stadiich
12. postnatalni den (P12) a 25. postnatalni den (P25), tj. po vyvolani ischemie a s odstupem
necelych dvou tydnti poté. Predchozi studie (Tsenov G. et al. 2007, 2017) pouzivaly totozny model
zahrnujici intrahipokampélni injekci ET-1 u nezralych potkand, kde zaznamenaly rozvoj
epileptiformni aktivity po ischemii. NaSe vysledky u P12 toto pozorovani potvrzuji. Také bylo

ukazano, ze intrahipokampalni infuze ET-1 u P12 vede k epilepsii v dospé€losti u P90 (Matéffyova
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A. et al. 2006). Velkym piinosem nasi prace je zjiSténi, Zze k vyskytu spontannich zachvata dojde
mnohem dfive, coz jsme pozorovali ve skupin¢ P25. V praxi to mliize znamenat relevantnost EEG
vySetfeni u déti v predskolnim veéku s podezienim na diive prodélanou cévni mozkovou piihodu

anebo jako formu prevence/screeningu détské epilepsie.

zachvatl v hipokampu, nase studie navic zkoumala zmény EEG v kontralateralni senzomotorické
kife. Toto bylo motivovano behavioralnimi studiemi, které naznacuji, ze zvifata s ischemickym
poskozenim v raném véku vykazuji dlouhodobé neurobehaviordlni zmény, véetné deficith v
motorické koordinaci, pozornosti a poznavani (Semple B. D. 2013). To podporuje potiebu

hodnotit extrahipokampalni oblasti z hlediska jemnych elektrofyziologickych abnormalit.

Dalsim cilem nasi studie bylo identifikovat specifické elektrofyziologické markery
v hipokampu, které by mohly odrazet proces epileptogeneze. Piedchozi vyzkumy ukdzaly,
7e perinatalni ischemie, 1 kdyZz nedochdzi k zjevnym zichvatim, muze zplsobit zmény
v hipokampalni synaptické organizaci, jako je proriistini mozaikovych vlaken, zmény v expresi

podjednotek receptorit GABA a dlouhodoba hyperexcitabilita (Isaeva E. & Isaev, D. 2010)

Jednim z pozoruhodnych zjisténi v nasi studii byl vyssi vyskyt zachvatovité aktivity ve
skupin¢ P12 ET-1 ve srovnani s P25. Toto pozorovani lze pfiist vyvojovym rozdilim
v GABAergni signalizaci. V c¢asném postnatalnim véku pusobi GABA jako excitacni
neurotransmiter, a to v disledku vysoké intracelularni hladiny chloridi udrzované nezralou
expresi chloridovych transportéri (napt. NKCC1), coz ¢ini mozek nachylnéjsim k zachvatim
(Ben-Ari Y. et al., 2014). Kolem P25 se GABAergni pfenos posouvd smérem k inhibici, a to

predevsim diky zvysené expresi KCC2, coz ptispiva k vétsi odolnosti vici zachvatim.

Ackoli mezi zvitaty P12 a P25 nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v délce trvani
zachvati, u star$i skupiny jsme zaznamenali mirné prodlouzeni délky zachvati. Tento trend by
mohl souviset s probihajicim zranim mozku a myelinizaci, ktera se u potkani zrychluje kolem
20. postnatalniho dne (Downes N. & Mullins P. 2014). ZlepSen4d myelinizace zlepSuje vedeni

neuronll a muze vést k synchronizovangjsi a delsi iktalni aktivité u starSich mozk.
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Model ET-1 odrazi klinicky stav perinatalni fokalni ischemie u lidi, ktera sice ne vzdy
zpusobuje jasné morfologické 1éze, ale miize vyznamné narusit normalni vyvoj. Pfedchozi studie
dokumentovaly, ze takové poskozeni vede k synaptické reorganizaci, sniZeni neurogeneze
v dentdtovém gyru a zvySeni excitability hipokampu bez zjevné ztraty neuront (Hernan A. E. et

al. 2013).

Celkové naSe zjisténi podtrhuji zasadni vyznam monitorovani EEG u nezralého mozku
po ischemickém poskozeni. Identifikace elektrofyziologickych zmén — zejména v podkorovych
strukturdch, jako je hipokampus — miize poskytnout cenné casné diagnostické biomarkery
pro nekonvulzivni epileptogenezi. Kromé toho by ¢asna analyza EEG mohla podpofit vyvoj
intervenci specifickych pro dany vék a rozliSit mezi prechodnymi zménami po urazu a
dlouhodobou patologickou reorganizaci. To je zvlasté dulezité u détskych pacientli s anamnézou

perinatalni mozkové piihody nebo zachvati, kde mize v€asna diagnéza zménit klinické vysledky.

Vykonova spektralni hustota (PSD) je zdkladni metoda zpracovani signdlu, ktera se
pouziva k analyze frekvenc¢niho obsahu signaltt EEG. Tento pfistup nabizi podrobny piehled o
rozlozeni vykonu v riznych frekvenénich pasmech. PSD byla vypocdtena pomoci rychlé
Fourierovy transformace (FFT), kterd prevadi data EEG v asové oblasti na reprezentaci ve
frekven¢ni oblasti. Nasledné byla provedena extrakce piiznakl za ucelem ziskani primérnych
charakteristik pro kazdé frekvenéni pasmo podle metod zavedenych Matouskem a Petersénem
(Matousek M. & Petersén 1. 1983) a novéji aplikovanych Novitasarim et al. (Novitasari D. et al.

2019).

V této studii jsme pouzily metodu normalizace PSD za ucelem sniZeni variability
vysledkd zpiisobené chirurgickou manipulaci, odporem elektrod a dalSimi technickymi faktory.
Zaznamy EEG byly ziskdny ze dvou kanald: senzomotorické klry (Chl) a kontralateralniho
hipokampu (Ch2). PSD byla vypoctena pro pét frekvencnich pasem — delta, theta, alpha, beta a
gamma s pouzitim pétisekundového okna. Celkova relativni PSD pro kazdé zvite byla ziskana

zprauméerovanim hodnot ve dvacetiminutovych intervalech pro cely zaznam EEG.

Ve skupiné P12 po infuzi ET-1 jsme pozorovali vyznamné zvySeni spektralniho vykonu

ve vSech frekvencnich pasmech ve srovnani s kontrolni skupinou PBS, zejména v
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hipokampu. Toto rozsahlé zvyseni vykonu naznacuje zvySenou nervovou excitabilitu, coz je v
souladu s ptfedchozimi zjisténimi, ktera zdtraziuji hipokampus jako zranitelnou oblast po ischemii

v raném véku a klicové misto pii vzniku zachvatl (Isaeva E. & Isaev D. 2010).

Nejvyraznéjsi zmeény byly pozorovany ve frekvencnim pasmu delta, které se vyznamneé
zvysilo jak u ET-1, tak u kontrolnich zvifat. Zatimco aktivita delta je bézn¢ spojovana s hlubokym
spankem a fyziologickymi stavy mozku, zvySeny vykon delta byl pozorovan také u epileptickych
siti, kortikalni dysfunkce a postischemickych stavii (Sato M., 2022). To naznacuje, Ze i subklinické

zmény vykonu delta mohou slouzit jako ¢asné indikéatory neurologického poskozeni.

Abychom ziskali dal$i vhled do funk¢éni dynamiky mozku, vypoditali jsme pomeéry
frekvencnich pasem pro kiru a hipokampus, vcetné alpha/theta, delta/theta a gamma/theta. Tyto
poméry se bézné pouzivaji v klinickém 1 vyzkumném kontextu k detekci kognitivnich zmén,

nervove¢ dysregulace a epileptogenni aktivity (Clarke A. R. 2009).

V nasi studii byl pomér gama/theta zvySeny ve skupiné s ET-1, zejména v hipokampu.
Toto zjisténi je v souladu s vyzkumem, ktery ukazuje, ze zvySeny pomér gama/theta je spojen s
hipokampalni hyperexcitabilitou a ¢asnou epileptogenezi (Moretti D. V. et al. 2009). Krom¢ toho
byly zmény poméru gamma/theta spojeny se zhorSenou kognitivni vykonnosti a opozdénim

vyvoje jak na animalnich modelech, tak u klinické populace.

Naopak jsme zjistili, Ze pomér delta/theta se ndpadné zvysil v kortexu u 12ti dennich
zvitat po intrahipokampalni infuzi ET-1. Tento pomér se pouziva ve studiich neurovyvojovych
poruch a kortikalnich dysfunkci, kde zvySené hodnoty Casto odraZeji opozdéné nebo narusené
nervové zrani (Bakheet D. M. 2022). Tyto vysledky podporuji mysSlenku, Ze ¢asné ischemické
poSkozeni ovliviiuje nejen hipokampus, ale 1 $ir§i korové sité, coz ptispiva k dlouhodobym

funkénim abnormalitam.

Ve skupiné P25 jsme zaznamenali Casné zmény v EEG aktivité, zejména ve frekvencnich
pasmech delta, alpha a gama, pfi¢emz nejvyraznéjsi odchylky se objevily béhem prvnich 90 minut
zaznamu. Tyto zmény byly patrné nejen v senzomotorickém kortexu, ale také v hipokampu, coz

ukazuje na rozsahlejsi zapojeni mozkovych struktur. Toto pozorovani poukazuje na specificky
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Casovy vzorec charakteristicky pro skupinu P25, ktery naznacuje, ze nejrelevantné;si
vysvétlen experimentalnim uspotfaddanim, kdy se zvifata béhem méfeni nachazela v otevieném
EEG boxu. Takové prosttedi 1ze povazovat za mirné stresujici az anxiogenni, coz mohlo ovlivnit

kortikalni aktivitu.

V pieneseném klinickém kontextu tato zjiSténi naznacuji, ze u déti raného Skolniho véku,
u nichz existuje podezieni na nedostatecné diagnostikovanou perinatalni ischemii, by mohl jiz
90minutovy EEG zdznam poskytnout nejvyznamnéjsi diagnostické informace. To by mohlo
prispét k efektivnéjsi diagnostice a zkraceni doby potiebné k vyhodnoceni EEG u pediatrickych

pacienti.

V ramci této prace jsme provedly nékolik experimentl za pouzitim optické fotometrie pro
sledovani zmén Ca?" v oblasti hipokampu u P12 potkant po aplikaci ET-1 ¢i PBS. Predbézné
pozorovani ukazovalo zmény v aktivité neuronti, zejména v oblasti ischemické penumbry, coz
odpovida oc¢ekavané excitabilité této zoné ohrozené tkdn€. Z diivodl formalnich i technickych,
které byly podrobné rozebrany v kapitole vysledki, vSak nebylo mozné provést kvantitativni
analyzu, kterd by byla statisticky dostate¢né prikazna. Presto i z téchto prvnich pokust vyplyva,
ze optickd fotometrie mlze byt citlivym nastrojem pro detekci zmén neuronalni aktivity po
ischemickém inzultu, jak ukazuji 1 jiné studie, napt. prace autori Pisanello (Pisanello M. 2019),
ktefi pomoci GCaMP detekovali zmény Ca?*" signalu po ischemickém poskozeni ve strukturach

dospé€lého mozku.

Na rozdil od vétSiny dostupné literatury jsme se v nasem piistupu zaméfili na nezraly
mozek laboratornich potkanti, kde byl virovy vektor aplikovan ve velmi raném veku (P5), coz
muze vysvétlovat Castecné rozdily v intenzité a Casovani signalu. I pfes pocatecni technické obtize
povazujeme tuto metodu za slibny nastroj pro budouci experimenty, ktery by mohly vyznamné
prispét k pochopeni dynamiky perinatalni ischemie a identifikaci novych biomarkeri neuronalni

dysfunkece.

Nase zjisténi odhaluji zmény PSD a pomért frekvencnich pasem v zavislosti na regionu

a véku, které mohou odrazet postupné zmény ve funkci mozkové sité po casném ischemickém
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poskozeni. Zejména zvysené¢ pomeéry gamma/theta v hipokampu a zvySené pomeéry delta/theta v
kare by mohly predstavovat casné elektrofyziologické znaky epileptogenni transformace, a to
1 v nepfitomnosti zjevnych zachvatl. Tyto biomarkery zalozené na EEG mohou nabidnout cenny
nastroj pro vcasnou diagnostiku a sledovani nekonvulzivni epileptogeneze u détskych pacient

s anamnézou perinatalni mozkové piihody nebo zachvatt.
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Zavér

V nasi praci jsme se pokusili prozkoumat procesy vzniku a formovani epileptickych zmén
v nezralém mozku vyvolanych fokalnim ischemickym poskozenim. Tato prace je vyjimecna svym
zaméeienim na hledani novych EEG biomarkerti ve vékové skupiné P25 a jejich porovnani se

skupinou P12.

Vyskyt zachvatli v obou vékovych skupinach po aplikaci ET-1 jednoznacné potvrzuje,
ze perinatalni ischemie miZe iniciovat rozvoj epileptické aktivity. Skutecnost, Ze jsme zaznamenali
zachvaty u skupiny P25, naznacuje pfechod z akutni epileptiformni aktivity do chronické faze, tedy

pokracujici epileptogenezi 1 po odeznéni pocatecni ischemické piihody.

Analyza vykonové spektralni hustoty (PSD) v jednotlivych frekvencnich pasmech ndm
umoznila identifikovat specifické markery jak v senzomotorické kufe, tak v hipokampu. Pomér
delta/theta, ktery byl u skupiny P12 po ischemie zvySeny, naznacuje ptitomnost neurovyvojovych
abnormalit a kortikalnich dysfunkci. Zmény v poméru gama/theta, pozorované piedevSim u
hippocampdlni aktivity, jsou ve shod€¢ s predchozimi studiemi, které tento ukazatel spojuji se
zhorSenou kognitivni vykonnosti a opoZzdénym neurovyvojem u animalnich modeli i klinickych

pacientql.

Ve skupiné P25 jsme poprvé zaznamenali specificky ¢asovy vzorec, kdy nejvyraznéjsi
zmény ve frekvencnich pasmech delta, alpha a gama nastaly béhem prvnich 90 minut zdznamu.
Tato skute¢nost miize mit klinicky vyznam a naznacuje, ze v diagnostickém kontextu miize byt
pravé toto ¢asové okno nejrelevantnéjsi pro zachyceni patofyziologickych zmén souvisejicich s

prodélanou perinatalni ischemii.

Nase vysledky mohou pfispét k rozvoji novych klinickych diagnostickych pfistupd,
jelikoz testovani EEG u malych déti byva omezeno jak technicky, tak Casovée. Identifikace
takovych vzorcti v EEG by mohla slouzit nejen jako nastroj pro ¢asnou diagnostiku epileptogeneze,
ale 1 jako indikator ucinnosti antiepileptické 1écby a mozny biomarker pro vyvoj farmakologickych

intervenci u déti s anamnézou perinatalni ischemie.
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K potvrzeni téchto zjisténi a k hlubSimu porozuméni mechanismtim, které epileptogenezi

podminuji, jsou vSak nezbytné dalsi studie s vétsim souborem a del§im ¢asovym sledovanim.

74



Summary

In this study, we aimed to investigate the processes underlying the onset and development
of epileptic changes in the immature brain caused by focal ischemic injury. This work is unique
in its focus on identifying novel EEG biomarkers in the P25 age group and comparing them

with findings from the P12 group.

The occurrence of seizures in both age groups following ET-1 administration clearly
confirms that perinatal ischemia can initiate the development of epileptic activity. The fact that
seizures were also observed in the P25 group suggests a transition from acute epileptiform activity
to a chronic phase, indicating ongoing epileptogenesis even after the initial ischemic event has

subsided.

Analysis of power spectral density (PSD) across individual frequency bands enabled us
to identify specific markers in both the sensorimotor cortex and the hippocampus. The elevated
delta/theta ratio observed in the P12 group following ischemia indicates the presence
of neurodevelopmental abnormalities and cortical dysfunction. Changes in the gamma/theta ratio,
particularly in hippocampal activity, are consistent with previous studies linking this parameter
to impaired cognitive performance and delayed neurodevelopment in both animal models

and clinical populations.

In the P25 group, we identified for the first time a distinct temporal pattern, where the
most prominent changes in delta, alpha, and gamma frequency bands occurred within the first 90
minutes of the recording. This finding may have clinical relevance, suggesting that this early time
window could be the most informative for detecting pathophysiological changes related to past

perinatal ischemia in a diagnostic context.

Our results may contribute to the development of new clinical diagnostic approaches,
as EEG testing in young children is often limited by both technical and time constraints. The
identification of such EEG patterns could serve not only as a tool for early diagnosis of
epileptogenesis but also as an indicator of antiepileptic treatment efficacy and a potential biomarker
for the development of pharmacological interventions in children with a history of perinatal

ischemia.
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However, to confirm these findings and to gain deeper insight into the mechanisms
underlying epileptogenesis, further studies with larger sample sizes and longer follow-up periods

are necessary.
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