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Uvod

Zmény zevniho prostifedi, které vyboCuji z rozsahu moznosti fyziologického

ptizpisobeni, vyvolavaji zmény vnitiniho prostredi.
Jednim z piikladd, jehoz dusledky navodi zmény v CNS, je hypoxie. Cetnost vyskytu
hypoxickych poSkozeni mozku v riznych vékovych skupinach napovida, Ze velky pocet
poskozeni nervového systému touto noxou vznikd v obdobi casné ontogeneze (Trojan a
Stastny 1988, 1989, Berger a Garnier 1999), ¢asto dokonce v obdobi prenatalnim (Stembera
1967, Greisen 1992, Longo a Packinathan 1997). Pozdni dasledky ve funkci CNS vyvolané
perinatalni hypoxii jsou tak stale v popifedi experimentdlniho zajmu (Tan a Parks 1999,
Vanucci 1990, Krnjevic 1999, Johnston 2001, Habek a spol. 2000, Delivoria- Papadoupolos a
Mishra 1998, 2000). Z hlediska individua i spolec¢nosti jsou poskozeni mozku vznikla v
disledku intrauterinniho nedostatku kysliku velmi zavaznd (obdobi tzv. kritické vyvojové
periody), protoze Casto zdsadné ovliviiuji moznosti, schopnosti a uplatnéni jedince v prubéhu
dalsiho zivota (Gross a spol. 1989). Zékladni vyzkum mechanismt odpovédi nervového
systému na hypoxickou zatéZ miZe prispét ke zvySeni uspéSnosti jak preventivnich, tak
terapeutickych zasahii v klinické praxi (Volpe 1995, Berger a Garnier 2000, Barber a spol.
2001). Soucasné je dulezité hledat v celém patogenetickém dé&ji nové oblasti, v nichz bude
mozno ucinné zasahovat.

Nedostatek kysliku vyvolava zdvazné zmény vnitiniho prostfedi, které ve svych
disledcich méni funkce a strukturu nervovych i1 gliovych bunék. Hypoxie a nasledna
reperfize zahrnuje celou $kalu na sobé nezavislych patologickych procest. Kolaps celularni
energetické premény, puisobeni kyslikovych radikald, peroxidace lipidd, nahromadéni Ca*"
intracelularné (Hedrick a spol. 2005), neurotoxicita oxidu dusnatého (NO) a glutamitu a
acidéza vyuUsti ve ztradtu membranové integrity, progresivni proteolyzu a v poSkozeni
strukturniho uspofadani buiiky a v neschopnost kontroly a obrany proti t€mto procesim (Lee
a spol. 1998, Lipton 1999, Hagberg a spol. 2004).

Adaptabilita mozku na nedostatek kysliku a jeji ovlivnéni

Ptizpusobivost (adaptabilita) je obecnou vlastnosti zivé hmoty. Organismus se muze
poklesu pO; v zevnim prostiedi do urcité miry pfizplsobit, a to v rozsahu tzv. fyziologickych
podnétli. Adaptabilita je tedy schopnost pfizplisobit se podminkam, které nejsou pro ¢innost
organismu optimalni. Organismus odpovidda na zmény prostiedi bud’ bezprostiedné a
jednorazové - reakce - nebo se muize dlouhodobé az trvale ptizpisobit (tzv. adaptace).
Adaptace vznikd na zaklad¢ dlouhodobého nebo opakovaného plisobeni podnétu (Seley
1956).

O reakci CNS a organismu rozhoduje celkovy stav nervové tkan¢ v okamziku, kdy je
vystavena hypoxii, a to jak z hlediska metabolického, tak i funkéniho a strukturniho. Tento
stav je dan funkénim stavem, tj. celkovou urovni aktivity a Gtlumu v okamziku pusobeni
hypoxie (Trojan a spol. 2004).

Dal$im zékladnim faktorem, ktery urcuje charakter reakce nervové tkdné na hypoxii
ur¢itého druhu a intenzity, je fylogeneticky stupeii vyvoje CNS. Cim vyse stoji Zivoich ve
vyvojové tade, tim vice se uplatiuji systémové odpovédi a tim vetsi vyznam ma pii
adaptivnich d&jich centralni nervova soustava. Cim dokonaleji je vyvinut CNS, tim méné se
odrazeji zmény zevniho prostfedi ve zménach prostiedi vnitiniho. Na druhé strané vsak
reaguje vyvojové méné zrald nervova tkan na zevni zmény jinym zpiisobem neZ vysoce
diferencované, funkéné a metabolicky specializované tkané (Yager a Thornhill 1997).
Adaptace na nedostatek kysliku ptedpoklada rozvoj takovych déji v organismu, které mu



dovoli zit pfi niz§im pO, nebo prezit hypoxii po delsi ¢as. Projevem adaptace jsou zmény
metabolické, funkéni, poptipade i strukturni (Williams a spol. 2004). Rychlost a sila rozvoje
adaptacnich mechanism zavisi na rychlosti a sile plisobeni stresoru (Charvat 1964, 1973).
Projevy adaptace vzdy pretrvavaji po urCitou dobu i po pisobeni zatéze (Nemeth a Vigas
1968). Adaptacni pochody probihaji jednak na urovni systémové a jednak na urovni tkanove.
(Trojan 1978, Trojan a Kapitola 1990, LaManna a spol. 1994, Mironov a spol. 1994, Harik a
spol. 1995, LaManna a spol. 1998). Z hlediska organismu jako celku lze rozdélit adaptacni
mechanismy na specifické a nespecifické. Podstata nespecifické adaptace neni zcela
vysvétlena, predpoklada se prestavba tkanového metabolismu ¢i adaptace molekularni
(Barbasova a Grigorjeva 1968, Charvat 1973, Trojan a spol. 2000). Specifické tkanoveé
adaptace probihaji na zaklad€¢ zvySeni efektivnosti oxidacnich pochodii pii zvySeni
enzymatické aktivity (Barbasova 1960, Stembera 1967, Jilek a Trojan 1970, Trojan a spol.
1971, Trojanové a spol. 1971, Jilek a spol. 1974, Mourek a spol. 2004).

Vyvojov€ nezralé tkané, vcetné tkdné nervové, reaguji jinym zplisobem neZ vysoce
diferencované, funkéné i metabolicky specializované tkdné jedincii (Jilek 1966, Trojan a Jilek
1968, Jilek a spol. 1971). Proto se adaptivni déje u mlad’at v mnohém lisi od stejnych dé&ji v
dospélosti (Trojan 1978). Vyvojove nezrali jedinci jsou podstatné odolnéjsi proti nedostatku
kysliku nez Zivo€ichové dospéli. To popsal jiz v roce 1675 Robert Boyle (Robert Boyle
1725). Tato skutecnost je z hlediska druhu velmi vyhodna, protoze nejvyraznéjsi rizika z
hlediska hypoxie jsou pravé v obdobi perinatdlnim. U vyvojové nezralych organismil se
uplatituji zvlasté metabolické déje na bunécné urovni, u dospélych jedinci mé adaptace na
nedostatek kysliku predevsim systémovy charakter (Mourek 1965, Trojan a Jilek 1970).

Jednou z moznosti, jak pozitivné ovlivnit disledky hypoxie, je pouziti latek, které
paralyzuji zvySenou tvorbu reaktivnich forem kysliku. Nazyvaji se ,,scavengery* volnych
kyslikovych radikéli (Davis a spol. 1997, Shadid a spol. 1998, Castagne a spol. 1999, Stipek
a spol. 2000). Reaktivni formy kysliku se ucastni uvolilovani a pfemény energie nezbytné pro
ivotni pochody a jsou souéasti enzymovych mechanismi. Skodlivé jsou pouze tehdy,
vymknou-li se pfisné kontrole. Antioxidaéni mechanismy jsou soucasti pfirozenych
obrannych systémull organismu. Neurony maji schopnost ni¢it volné kyslikové radikaly cestou
enzymatickou i neenzymatickou. Uginek jednoho antioxidantu velmi &asto podmitiuje Gi¢inek
jiného ¢lanku soustavy.

Magnézium a jeho neuroprotektivni vliv

Mg*" je dulezity kationt nezbytny pro funkci vice nez 400 enzymi pouZivanych
v latkové preméné, syntéze bilkovin, metabolismu lipid a nukleovych kyselin. Mimoto
vSechny reakce, které produkuji nebo spotiebovavaji ATP, jsou na magnéziu zavislé. Patii
sem enzymy glykolyzy a oxidativni fosforylace (Ebel a Gunther 1980).

Magnézium ma tedy zasadni vliv na stabilitu a normalni funkci bunééné membrany
(Bara a Guiet-Bara 1984). Pokles magnézia zplisobi zvySeni membranové prostupnosti a
fluidity a zvySeni lipidové peroxidace, ktera vede ke zvyseni produkce volnych kyslikovych
radikall, jez jsou zodpovédny za budouci bunééné poskozeni (Kontos a Povlishock 1986,
Kirsch a spol. 1992). Nékteré studie prokéazaly, Ze magnézium ve vysokych koncentracich
inhibuje lipidovou peroxidaci (Regan a spol. 1998).

Neuroprotektivni vliv magnézia je téZ vysvétlovan jeho vazodilatanim Gc¢inkem na
mozkové tepny, ¢imz se zvySuje prutok krve mozkem (Muir 1998).

V centralnim nervovém systému se magnézium podili nepochybné i1 na fizeni
glutamatovych receptori. Jde o ovlivnéni N-metyl-D-aspartatovych receptorit (NMDA), které



jsou na rozdil od non-NMDA receptort timto kationem vyznamné& regulovany. Blokujici efekt
je pritom vyvolan jak intracelularnim, tak i extracelularnim magnéziem (Johnson a Ascher
1990).

Tak jako ve vétSing tkani 1 v nervovém systému hraje magnézium ziejmé vyznamnou
roli pfi nastartovani procesu apoptdzy (Alberts a spol. 1994). Z biochemického hlediska je
totiZ apoptoza zahéjena aktivaci Ca*"-Mg”" dependentni endonukle4zy (Johnson a spol. 1993).
Ukazuje se, Ze impulzem k zahdjeni tohoto mechanismu programované buné¢né smrti mize
byt transientni ¢i dlouhodoba hypoxie (Koistinaho a Hokfelt 1997), a zejména pak nasledna
reperfiize ischemizované tkan€é (Adams a spol. 1996). Vznik volnych kyslikovych radikala
béhem reperfuze je pak povazovan za jeden z nejvyznamnéjSich podnéti vedoucich k zaniku
bunécné populace (Mattson a spol. 1995). Béhem tohoto procesu jsou popsdny vyznamné
zmény hladiny intracelularniho magnézia (Corbett a spol. 1996). Vyrazny je predevSim
dlouhodoby pokles koncentrace tohoto iontu v ischemizované tkéni (Vande Linde a spol.
1991). Podani magnézia pted i po expozici hypoxii ma pfitom protektivni efekt (Okawa 1992,
Marinov a spol. 1992).

Neuroprotektivni vliv magnézia je téZ vysvétlovan jeho vazodilataénim G¢inkem na
mozkové tepny, ¢imz zvySuje pritok krve mozkem (Muir 1998).

Morfologické projevy adaptace k hypoxii

K popsanym biochemickym a funkénim zméndm byly hledany také morfologické
korelaty a eventudln¢ 1 nckteré histopatologické zmény. V oblasti mozkové kiry bylo
prokazano, ze zékladni architektonika neuronti ziistdva zachovéna (Jilek a spol. 1974). Teprve
morfometricka analyza objevila n€které spiSe kvantitativni nez kvalitativni zmény (Daval a
Vert 2004).

Kvantitativni morfometricka analyza pyramidovych neuronti CA1 oblasti hipoccampu
prokdzala zmenSeni receptivnich poli u potkani od mladi opakované vystavovanych
hypobarické hypoxii. Snizuje se také pocet vétvi v nékterych bazéalnich ¢astech a v distalnich
castech apikdlnich dendritti. Tyto pyramidové buiiky (CA1l oblasti hipoccampu) maji na
bazalnich a vétsSing€ apikdlnich dendritti niz$i hustotu trnd. Receptivni pole je nejvyrazngji
redukovano v perisomatické ¢asti vétveni bazalnich 1 apikéalnich dendriti a na vzdalenégjSich
oddilech apikélniho dendritu (Pokorny a spol. 1980, Pokorny a spol. 1987, Langmeier a spol.
1989).

Vyrazné zmény po opakované vySkové hypoxii byly prokdzany v elektron-
mikroskopickém obraze synapsi. (Fischer a spol. 1980a, b).

Uvedené morfologické nélezy svéd¢i pro to, ze vlivem dlouhodobé hypoxie v rané
postnatalni ontogenezi se podstatné méni geometrie vyb&zki neurond, sniZi se pocet synapsi v
okoli somatu, vétSinou inhibi¢nich, a tim je uvolnéna oblast, ktera je zodpoveédna za vytvaieni
ak¢nich potencialti neuront, tj. inicidlni segment (Eccles 1966). Prevlada proces podrazdéni
nad Utlumem, excitabilita CNS se zvysuje.

Hypoxie ovliviiuje kromé neuronti 1 vyvoj gliovych bunék, zaroven zasahuje i do
vzajemného poméru jednotlivych typl glii po vystaveni hypoxii (Schwarz a spol. 2004). Bila
hmota ptedniho mozku obsahuje u experimentilnich zvifat méné astrocyti a vice
oligodendrocytl v porovnani se zvifaty intaktnimi (Sturrock 1976, Langmeier a spol. 1987).

Hypoxie také navozuje ubytek mozeckové kiiry a hlubokych jader Sedé hmoty a
zvySeni poctu alterovanych Purkynovych bun¢k. Vysoka aktivita protilatky anti-kaspazy-3 je
ukazatelem apoptdzy Purkynovych bunék (Pae a spol. 2005).



Elektrofyziologické projevy mozkové tkané

Z metodického hlediska je jednim z nejlépe definovanych modelt korovy nésledny
vyboj (KNV), ktery lze vyvolat stimulaci nékterych oblasti mozkové kury. Stimulaci
ovlivnéna c¢ast neurondlni populace synchronizuje svou c¢innost a synaptickym néaborem
dalSich neuronii pfechdzi v hypersynchronni aktivitu stendenci ke generalizaci. Tyto
hypersynchronni vyboje, stfidané pravidelné¢ vlnou inhibice, pokracuji samostatné po
skonCeni stimulace a vytvareji elektrograficky obraz hyperfunkéniho zachvatu (Mares J. a
spol. 1985). Pomoci KNV lze sledovat zmény zachvatové pohotovosti a charakter téchto
zachvatll v prubehu ontogeneze a v riiznych ¢astech CNS (Mares J. a spol. 1981, MareSova a
Mares P. 1987). Charakter KNV zévisi na frekvenci a intenzité a trvani stimulace, na maturaci
mozkové tkan€. Pii opakované stimulaci se trvani KNV méni v zavislosti na stupni vyvoje
CNS (Mares J. a spol. 1981, 1985, Maresova 2001a).

V pribéhu zachvatu a po jeho skonceni se vyznamné piesunuji ionty mezi intra- a
extracelularnim prostfedim, coz ovliviiuje excitabilitu. Ta je vyvolana riznymi modulac¢nimi
mechanismy. VIiv na zvySenou drazdivost maji ve vyvoji nejenom morfologické zmény
(myelinizace, vétveni dendrith a maturace synapsi), ale 1 vyzrdvani jednotlivych
medidtorovych a moduldtorovych systémli, z nichz maji velky vyznam kyselina v-
aminomaselnd (GABA) jako zdstupce inhibi¢nich mediatori a glutamat jako zastupce
excitatnich neurotransmiteri. Oba nervové mechanismy (excitacni a inhibi¢ni) jsou u
zdravého dospélého jedince v mozkové tkani v dynamické rovnovaze a mira excitability je
tedy dana pomérem obou systémil. Zvyseni excitability dale podporuji takové procesy, které
depolarizuji ¢i usnadiiuji depolarizaci bunééné membrany, zkracuji dobu repolarizace,
zrychluji synapticky ptenos atd. (Levin a Godukhin 2005).

Cile prace

Cilem préce bylo zjistit, zda v obdobi rané ontogeneze:

I. zméni dlouhodoba opakovana hypoxie denzitu NADPH-diaforaza pozitivnich neuront v
hippocampu

II. magnézium ovlivni denzitu NADPH-diaforaza pozitivnich neuronti v hippocampu.

Pracovni hypotéza

Pracovni hypotéza 1.

Dlouhodoba opakovana aerogenni hypoxie zvy$i denzitu NADPH-diafordza pozitivnich
neuront v hippocampu.

Pracovni hypotéza II.

Aplikace magnézia snizi denzitu NADPH-diafordza pozitivnich neuronli v hippocampu u
zvitat nevystavenych dlouhodobé opakované hypoxii.

Pracovni hypotéza III.

Premedikace magnéziem snizi denzitu NADPH-diafordza pozitivnich neuront v hippocampu
u mlad’at vystavenych dlouhodobé opakované hypoxii.
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Metodické postupy

Pokusné zvitata

Vsechny pokusy byly provadény ve Fyziologickém ustavu 1. LF UK na samcich
laboratorniho potkana kmene Wistar vlastniho chovu (Rattus norvegicus). Zvifata byla
chovana ve zvifetniku za standardnich podminek. K experimentiim byla pouzita mlad’ata stara
12, 25 a 35 dni. Den narozeni byl poc¢itan jako nulty den. Jako kontrolni byla pouzita zvitata
nevystavena hypoxii. Experimentalni skupina zvifat byla vystavena opakované hypobarické
hypoxii a nebo exponovana hypoxii se souCasnou premedikaci neuroprotektivni latky.
Vsechny experimenty byly provadény v souladu se zdkonem na ochranu zvifat, pod dohledem
osoby s atestem pro pokusy na zvifatech.

Hypoxie
Mlad’ata byla spole¢né¢ s matkou od 1.-17. dne postnatidlniho zivota vystavena

opakované hypoxii v simulované nadmotské vySce 7000 m v hypobarické komote po dobu 8
hodin denné s vyjimkou 6., 7., 13. a 14. dne, tedy 13x v prubéhu 17 dni. U 12 dennich mlad’at
(pouze 9 expozic hypoxii v pribehu 11 dni s vyjimkou 6. a 7. dne) byl experiment proveden
nasledujici den po skonceni hypoxie, zatimco u 25 a 35 dennich mlad’at 8. a 18. den po
posledni expozici hypoxii.

Poddni neuroprotektivni latky - magnézia
Zvitata byla vystavena hypoxii ve stejném rezimu a vzdy pfed umisténim do hypobarické
komory byla premedikovéna v davce 300 mg/kg i.p. 10% hypertonickym roztokem MgSOs,,
ktery byl aplikovan pomoci mikroposunu.

Morfometricka studie

K experimentiim byly pouZzity 4 skupiny zvirat odliSné¢ho véku 12, 25 a 35 dni:

1) kontrolni mlédd’ata nevystavena hypoxii (C)

2) kontrolni mlad’ata nevystavena hypoxii premedikovand magnéziem (C+Mg)

3) mladd’ata vystavend hypoxii spolu s matkami (H)

4) mlad’ata vystavend hypoxii spolu s matkami premedikovana magnéziem (H+Mg)

K histologické analyze bylo pouzito celkem 48 samct, tedy po 4 z kazdé skupiny.
Zvirata byla v hluboké pentobarbitalové narkdze 12., 25. a 35. den postnatalniho vyvoje
transaortalné perfundovana 4% pufrovanym neutrdlnim paraformaldehyem. Mozky byly
prosyceny 20% sachar6zou po dobu 16 hodin (kryoprotekce) a v kryostatu nakrijeny
standardni 40 um silné fezy. Poté byly histochemicky zpracovany na NADPH-diafordza
barveni.

Jednotlivé oblasti hippocampu AP rovinami 2.5 mm a 4 mm od bregmatu byly
podrobeny kvantifikaci NADPH-d pozitivnich neuront. Denzita neuronii byla stanovena v
péti oblastech: v CA1 a CA3 oblasti hippocampu, v hilus gyrus dentatus, ve ventralnim a
dozélnim listu gyrus dentatus (VB DG a DB DQG).

Statistické hodnoceni

V réamci statistického hodnoceni jsme sledovali rozdily hodnot u kontrolnich a
experimentalnich skupin. Ke statistickému vyhodnocovani sledovanych parametrii jsme
pouzili program GrafPadPrism 2.01, analyzu rozptylu One Way Anova a k porovnani
rozdilného poctu neuronti neparovy t-test. Hladina vyznamnosti byla stanovena na 5% (p <
0,05).
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Vysledky

Denzita NADPH-d pozitivnich neuronu v jednotlivych oblastech hippocampu

u kontrolnich zvifat nevystavenych hypoxii

V této pokusné skupiné byly kvantifikoviny NADPH-d pozitivni neurony ve vSech
sledovanych oblastech hippocampu celkem u 24 zvifat starych 12, 25 a 35 dni, nevystavenych

opakované¢ hypobarické

hypoxii

(C) (Tab.

premedikovanych magnéziem (C+Mg) (Tab. 2).

1) a u zvifat nevystavenych hypoxii

Tab. 1
Kontrolni zvirata (C)
vék CAl CA3 Hilus VB DG DB DG
12denni | MESEM | 6,79+0,33 | 3,30+0,19 | 3,16+0,18 | 4,43+0,28 | 9,62+0,48
n 101 102 103 104 103
25denni | MESEM | 37,64+1,98 | 24,46+1,24 | 20,79+1,31 | 16,45+1,16 | 29,09+1,08
n 112 111 98 102 105
35denni | MESEM | 31,10+1,11 | 10,7+0,54 11,61+£0,36 | 23,91+1,13 | 23,19+0,69
n 120 122 119 124 120
Tab. 2
Kontrolni zvirata premedikovana Mg (C+Mg)
vék CAl CA3 Hilus VB DG DB DG
12denni | M+SEM | 19,74+0,58 | 11,97+0,36 | 9,84+0,30 11,7+0,69 24,76+0,80
n 109 110 107 107 107
25denni | MESEM | 27,14+1,47 | 17,91£1,03 | 22,88+0,98 | 13,27+0,77 | 25,10+0,47
n 105 104 99 99 104
35denni | MESEM | 26,91+1,25 | 6,53+0,26 | 4,68+0,17 10,17+0,45 | 19,01+0,65
n 114 115 120 120 119

Denzita NADPH-d pozitivnich neuronu v jednotlivych oblastech hippocampu

u kontrolnich zvifat vystavenvch hypoxii

V této pokusné skupiné byly kvantifikoviny NADPH-d pozitivni neurony ve vSech
sledovanych oblastech hippocampu celkem u 24 zvitat starych 12, 25 a 35 dni, vystavenych
opakované hypobarické hypoxii
premedikovanych magnéziem (H+Mg) (Tab. 4).

(H) (Tab.

3) a u zvifat

vystavenych hypoxii

Tab. 3
Zvirata vystavena opakované hypoxii (H)
vék CAl CA3 Hilus VB DG DB DG
12denni | M+SEM | 16,82+0,84 | 9,71+0,37 8,35+0,28 15,98+0,64 | 24,15+0,49
n 98 97 101 102 99
25denni | MESEM | 33,96+1,16 | 26,18+1,09 | 29,25+1,49 | 13,26+0,56 | 24,06+0,51
n 126 128 132 134 132
35denni | MESEM | 36,24+1,14 | 15,98+0,64 | 10,25+0,38 | 11,14+0,43 | 27,02+0,96
n 118 122 125 125 120
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Tab. 4
Zvirata vystavena opakované hypoxii, premedikovana Mg (H+Mg)
vék CAl CA3 Hilus VB DG DB DG
12denni | M£SEM | 12,57+0,44 | 8,39+0,44 5,61+0,28 5,89+0,37 13,60+0,74
n 110 114 113 112 112
25denni | MESEM | 29,38+0,99 | 19,31+1,04 | 22,69+1,12 | 10,13+0,73 | 19,44+0,50
n 103 103 106 108 110
35denni | M£SEM | 34,10+0,95 | 13,02+0,52 | 6,22+0,24 9,61+£0,43 21,67+0,61
n 105 106 107 109 108
Souhrn vysledki

12 denni zvirata

1.

Perinatalni expozice hypoxii zvySuje denzitu NADPH-d pozitivnich neuronii v CA1
(o 147%) a CA3 (o 194%) oblastech hippocampu, v hilu (o 164%) a ventrdlnim (o
260%) a dorzalnim (o 151%) listech gyrus dentatus (Obr. 1).

Aplikace magnézia u zvifat nevystavenych hypoxii zvySuje denzitu NADPH-d
pozitivnich neuroni ve vSech sledovanych oblastech hippocampu, tedy v CAl (o
190%) a CA3 (0 262%) oblastech hippocampu, v hilu (o 211%), ventralnim (o 164%)
a dorzéalnim (o 157%) listech gyrus dentatus (Obr. 2).

Aplikace magnézia u zvifat vystavenych hypoxii sniZuje denzitu NADPH-d
pozitivnich neurond ve vSech oblastech hippocampu: v CA1 (o 36%) a CA3 (o 14%)
oblastech hippocampu, v hilu (o 33%), ventrdlnim (o 19%) a dorzalnim (o 44%)
listech gyrus dentatus (Obr. 3).

Aplikace magnézia u zvifat vystavenych hypoxii sniZila denzitu NADHP-d
pozitivnich neuronti ve vSech oblastech v porovnani se zvifaty kontrolnimi
premedikovanymi magnéziem (v oblastech hippocampu CA1 o 37%, CA3 o 31%,
hilu 0 43%, ve ventralnim listu 0 50 % a dorzéalnim listu gyrus dentatus o 45%) (Obr.
4).
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Obr. 1 12 denni zvitata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuroni (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventralni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvifat vystavenych opakované hypoxii
(H). Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (¥**).
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Obr. 2 12 denni zvitata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuroni (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrilni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvitrat kontrolnich (C) a zvifat kontrolnich premedikovanych
magnéziem (C+Mg). Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Obr. 3 12 denni zvitata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuroni (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventralni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvifat vystavenych opakované hypoxii (H) a zvifat vystavenych
opakované hypoxii premedikovanych magnéziem (H+Mg). Hladina vyznamnosti: p < 0,05
(*), p < 0,01 (**), p< 0,001 (***).
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Obr. 4 12 denni zvitata: Denzita NADPH-diaforaza pozitivnich neuroni (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrilni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich premedikovanych magnéziem (C+Mg) a
zvifat vystavenych opakované hypoxii premedikovanych magnéziem (H+Mg). Hladina
vyznamnosti: p < 0,05 (*), p< 0,01 (**), p< 0,001 (***).
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25 denni zvirata

1.

Perinatalni expozice hypoxii zvySuje denzitu NADPH-d pozitivnich neuroni v hilu
gyrus dentatus (o 40%) , zatimco v CA3 oblasti hippocampu toto zvySeni o 7% neni
signifikantni (Obr.5).

Perinatalni expozice hypoxii sniZuje denzitu NADPH-d pozitivnich neuronii ve
ventralnim (o 18%) a dorzalnim (o 20%) listech gyrus dentatus, v oblasti CAl
hippocampu sniZeni o 10% nenti statisticky vyznamné (Obr. 5).

Aplikace magnézia u zvifat nevystavenych hypoxii sniZuje denzitu NADPH-d
pozitivnich neuronii ve vSech sledovanych oblastech hippocampu s vyjimkou hilu
gyrus dentatus, kde zvySeni denzity NADPH-d pozitivnich neuroni o 10% neni
signifikantni. Magnézium snizilo denzitu nitrergnich neruonti v oblastech hippocampu
CA1 0 28%, v CA3 0 27%, ve ventralnim listu o 14% a dorzalnim listu gyrus dentatus
0 20% (Obr. 6).

Aplikace magnézia u zvifat vystavenych hypoxii sniZuje denzitu NADPH-d
pozitivnich neuronii ve vSech oblastech hippocampu: v CA1 (o 14%) a CA3 (0 27%),
v hilu (o 22, 5%), ve ventralnim (o 20%) a dorzalnim (o 24%) listech gyrus dentatus
(Obr. 7).

Aplikace magnézia u zvifat vystavenych hypoxii sniZila denzitu NADHP-d
pozitivnich neuronil v porovnani se zvifaty kontrolnimi premedikovanymi magnéziem
ve ventralnim (o 23%) a dorzalnim (o 24%) listech gyrus dentatus, v hilu gyrus
dentatus toto snizeni o 1% nebylo statisticky vyznamné. ZvySeni denzity nitrergnich
neuronll 0 8% v oblastech hippocampu CA1 a CA3 nebylo signifikantni (Obr. 8).
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Obr. 5 25 denni zvitata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuroni (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrilni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich (C) a zvifat vystavenych opakované hypoxii
(H). Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Obr. 6 25 denni zvitata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuroni (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrilni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvitrat kontrolnich (C) a zvirat kontrolnich premedikovanych
magnéziem (C+Mg). Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Obr. 7 25 denni zvitata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuroni (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrilni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvifat vystavenych opakované hypoxii (H) a zvifat vystavenych
opakované hypoxii premedikovanych magnéziem (H+Mg). Hladina vyznamnosti: p < 0,05
(*), p<0,01 (**), p<0,001 (***).
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Obr. 8 25 denni zvitata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuroni (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrilni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich premedikovanych magnéziem (C+Mg) a

zvifat vystavenych opakované hypoxii premedikovanych magnéziem (H+Mg). Hladina
vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (*¥**).
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35 denni zvirata

1.

Perinatalni expozice hypoxii zvySuje denzitu NADPH-d pozitivnich neuront v
oblastech CA1 (o 16%) a CA3 (0 49%) hippocampu a v dorzalnim listu gyrus dentatus
(0 15%) (Obr. 9).

Perinatélni expozice hypoxii sniZuje denzitu NADPH-d pozitivnich neuronti v hilu (o
12%) a ventralnim listu gyrus dentatus (o 54%) (Obr. 9).

Aplikace magnézia sniZuje denzitu NADPH-d pozitivnich neuronli ve vSech
oblastech hippocampu u mlad’at nevystavenych hypoxii (v CAl o 14% a v CA3 o
39%, v hilu 0 60%, ve ventralnim a dorzalnim listech gyrus dentatus o 58% a o 18%)
(Obr. 10).

Aplikace magnézia u zvifat vystavenych hypoxii sniZuje denzitu NADPH-d
pozitivnich neuronit v CA3 oblasti hippocampu o 19%, v hilu o 40%, ve ventralnim
listu o 14% a dorzélnim listu gyrus dentatus o 20%, pouze v oblasti CAl snizeni
denzity nitrergnich neuroni o 6% nebylo signifikantni (Obr. 11).

Aplikace magnézia u zvifat vystavenych hypoxii zvySila denzitu NADHP-d
pozitivnich neuronil v porovnani se zvifaty kontrolnimi premedikovanymi magnéziem
(v oblastech hippocampu CAl o 26%, CA3 o 101%, hilu o 33%, v dorzélnim listu
gyrus dentatus o 13%). SniZeni denzity nitrergnich neruont o 6% ve ventralnim listu
gyrus dentatus nebylo statisticky vyznamné (Obr. 12).
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Obr. 9 35 denni zvitata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuroni (M+SEM) v
jednotlivych lastech hippocampu (CA1l, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventralni a dorzélni
list gyrus dentatus) u zvitat kontrolnich (C) a zvifat vystavenych opakované hypoxii (H).
Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Obr. 10 35 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuronti (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrilni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvitrat kontrolnich (C) a zvirat kontrolnich premedikovanych
magnéziem (C+Mg). Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Obr. 11 35 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuronti (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrilni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvifat vystavenych opakované hypoxii (H) a zvifat vystavenych
opakované hypoxii premedikovanych magnéziem (H+Mg). Hladina vyznamnosti: p < 0,05
(*), p<0,01 (**), p<0,001 (***).



26

CA1 CA3
40 151
*kk
2 35 2
8 — T g 104
C 25+ f=
Y Y
O 204 o
E E —_—
.E 15+ 'E 5+
S 10 =
Z Z
5-
0 0
C+Mg H+Mg C+Mg H+Mg
Ventral blade of the dentate Dorsal blade of the dentate
gyrus gyrus
15+ 25+
* %k
e 2
g £ ¥ ==
@ 10 p— — []
c < 154
kS 6
& 3 10-
S 2
: g
-4 Z 51
0
C+Mg 0 C+Mg H+Mg
Hilus
7.5
()
c
(<]
S
=]
@ 5.0 [
- —
(o]
S
8
[ 2.5+
=]
4
0.0
C+Mg H+Mg

Obr. 12 35 denni zvifata: Denzita NADPH-diafordza pozitivnich neuroni (M+SEM) v
jednotlivych oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrilni a
dorzalni list gyrus dentatus) u zvifat kontrolnich premedikovanych magnéziem (C+Mg) a

zvifat vystavenych opakované hypoxii premedikovanych magnéziem (H+Mg). Hladina
vyznamnosti: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (*¥**).
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Diskuse

Cilem prace v prvni ¢asti nasi studie bylo zjistit vliv dlouhodobé opakované hypoxie
na denzitu NADPH-d pozitivnich neuroni. NADPH-d diaforaza je enzym, ktery je
kolokalizovan s nitric oxid syntazou (NOS). Katalyticka aktivita NOS je nezbytna pro syntézu
oxidu dusnatého (NO), a proto je mozno NO syntetizujici neurony (nitrergni neurony) dobie
detekovat pravé histochemickym prikazem NADPH-diaforazy (populace NADPH-d
pozitivnich neurontl) (Gawronska a spol. 2000).

Volné radikaly a reaktivni formy kysliku (ROS) jsou produkovany ve zvySeném
mnozstvi v pribehu hypoxie, ale i v obdobi reperfize, kdy tento proces miize prevysit
ptirozenou antioxida¢ni kapacitu v mozku a pak je pfi¢inou mozkového postizeni (Dorrepaal
a spol. 1996, Fellman a Raivio 1997, Buonocore a spol. 2001, Chan 2001, Buonocore a spol.
2002). Jednim z mechanismli poSkozeni mozku je formovani oxidu dusnatého (NO)
(Dorrepaal a spol. 1997, Peeters-Scholte a spol. 2002, van den Tweel a spol. 2002).

Oxid dusnaty plsobi jako vazodilatator (Semenza 2005), jako toxické agens v
imunitnich reakcich a vétSina autorti ho fadi mezi neurotransmitery (Black a spol. 1995). NO
vznika spole¢né z L-argininu za pfitomnosti nitric oxid syntdzy (NOS), ktera celou reakci
katalyzuje. Jsou znamy 3 izoformy nitric oxid syntazy. Neuronalni NOS (nNOS), kterd byla
poprvé izolovéana z cerebela, je spolecné s endotelidlni NOS (eNOS), poprvé izolovanou z
endotelii, zavisla na vzestupu intracelularniho kalcia, pfedevSim je pak aktivovdna vazbou
kalcia na calmodulin. nNOS a iNOS jsou tzv. konstitutivni enzymy a jsou v buikach
pfitomny vzdy. Oproti tomu inducibilni NOS (iNOS) Ize detekovat aZ po navozeni genové
exprese a jeji aktivita neni zavisla na kalciu. Je exprimovéna astrocyty a mikroglii pouze za
patologickych stavi mozku, které jsou doprovdzeny zanétlivou reakci (Fernandez a spol.
2003, Mander a Brown 2004, Rodrigo a spol. 2005).

V soucasné dobé se vSak ukazuje, ze NADPH-diaforaza mize za urcitych podminek
kolokalizovat se vSemi formami NOS (Sessa 1994, Gawronska a spol. 2000, Louboutin a
spol. 2001). Prikaz NADPH-d pozitivnich bu¢k tedy ukazuje na obecnou pfitomnost nitric
oxid syntdzy a koresponduje s produkci NO v mozku. Stejn¢ tak NADPH-d kolokalizuje i s
jinymi peptidy (Okamura a spol. 1994, Crespo a spol. 1995, Vasilaki a spol. 2001, Dreyer a
spol. 2004).

Fakt, ze NO inhibuje mitochondridlni dychani, je zndmo po mnoha léta. Teprve v
nedavné dob¢ bylo objeveno, ze NO ucinné€ a reverzibilné blokuje komplex IV cytochrom
oxidazy C, kde se vaze na vazebné misto pro kyslik. Tato vazba je doprovazena uvolnénim
reaktivnich forem kysliku a volnych radikalt, které ptispivaji k uvoliiovani proapoptotickych
proteint, a tak indukuji cestou aktivace kaspazy apoptozu (Blomgren a Hagberg 2005).

Vysledky naznacuji, Ze produkce NO v mozku posthypoxickém v obdobi je dilezitym
faktorem mozkového postizeni. Posthypoxickd kinetika zmén v expresi riznych NOS
izoforem a hladina nitrotyrosinu v mozku nejsou jesté zcela znamy, ale jejich odhaleni bude
pfinosem pro neuroprotektivni intervenci (van den Tweel a spol. 2005).

V naSich experimentech byla pouZita mlad’ata v rané ontogeneze (12, 25 a 35 denni),
kterd byla vystavena dlouhodobé opakované hypobarické hypoxii. Ta vyvolala u nejmladsi
vékoveé skupiny signifikantni zvySeni denzity NADPH-diafordza pozitivnich neuronii ve
vsech sledovanych oblastech hippocampu. Vysledky potvrzuji teorii, Ze v obdobi reperfiuze
(experiment provadén jeden den po poslednim inzultu hypoxii) dochazi k nadmérné produkci
NO, jehoz korelatem je pravé denzita nitrergnich neurond. Dosavadni nalezy popisuji, ze
aktivita nNOS a eNOS v hemisférach 12 dennich potkanti bezprostiedné po ukonceném
hypoxickém inzultu (ligace jednostranné arteria carotis) je zvySend, aktivita nNOS jesté 48
hod. po inzultu (van den Tweel a spol. 2005b). U 25 dennich mlad’at (8 dni od posledni
expozice hypoxii) dlouhodoba intermitentni hypoxie zvysila denzitu nitrergnich neuront
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pouze v hilu gyrus dentatus (MareSova a spol. 2005), u 35 dennich zvifat (18 dnii od posledni
expozice hypoxii) v CAl a CA3 oblastech hippocampu a dorzalnim listu gyrus dentatus.
Ostatni oblasti hippocampu téchto dvou vé€kovych skupin vykazuji rozdilnost v denzité
NADPH-d pozitivnich neuron. Zatimco u 25 dennich mladd’at oblasti CA1 a CA3
hippocampu nereagovaly zménou denzity nitrergnich neuronii, ve ventrdlnim a dorzalnim
listech gyrus dentatus hypoxie vyvolala snizeni denzity NO syntézujicich neuronti (MareSova
a spol. 2005). Stejné vysledky byly potvrzeny i v hilu a ventrdlnim listu gyrus dentatus u
nejstarsi sledované vékové skupiny 35 dennich zvifat.

Redukujici vliv hypoxie na denzitu nitrergnich hippocampélnich neuronti byl popsan
jak u mladych dospélych (90 denni), tak i u ro¢nich dospé€lych zvitat (BeneSova a spol. 2004,
Benesova a spol. 2005). Pokles denzity NADPH-d pozitivnich neuronti by mohl byt vysvétlen
tim, Ze v pribéhu hypoxie dochazi ke ztrat¢ bohatych makroergnich fosfatovych vazeb,
depolarizaci, proteolyze, lipolyzou vyvolanému poskozeni membranovych lipidi a nakonec
ke ztraté bunééné integrity (White a spol. 2000). V literatuie je ubytek neurontl vysvétlen jako
nasledek postischemické suprese proteosyntézy (Kleihues a Hossman 1971, White a spol.
2000), kterd neni regionalné¢ homogenni. Oblast CA1 patii mezi nejvice vulnerabilni struktury
na nedostatek kysliku (Pulsinelli a spol. 1982, White a spol. 2000), n€které studie dokladaji,
ze se v této struktufe po ischemickém inzultu neobnovila proteosyntéza viibec (White a spol.
2000).

Podle novéjsich zaveért ulohu v procesu neurodegenerace hraje dilezitou tlohu iNOS.
Glii syntetizovany NO prostupuje volné membranou do okolnich neurond, kde inhibuje
mitochondridlni dychéani, vedouci k depolarizaci a k vylouceni glutamatu. Prostfednictvim
NMDA receptorti roste intraceluldrni koncentrace Ca®*, coz stimuluje expresi nNOS a
nasledné produkci NO a to vse vede k bunéénému zaniku (Mander a Brown 2004).

Druhd cast naSi studie byla zaméfena na ovlivnéni hypoxii zménéné denzity
nitrergnich hippocampalnich neuronli magnéziem. V elektrofyziologickych studiich
vénovanych vlivu kratkodobé nebo opakované hypobarické hypoxii jsme popsali zmény
excitability korovych neuronti vyjadiené trvanim vyvolanych korovych naslednych vybojii
(KNV). Jejich trvani je zavislé nejenom na staii experimentalnich mlad’at, na dob¢é plisobeni
hypoxie, ale 1 na jeji intenzité. Jednordzové podani magnézia zvifatim vystavenych
kratkodobé hypoxii vyznamné zkrétilo trvani KNV pouze u nejmladsi vékové skupiny (12
denni). U starSich mlad’at se vliv magnézia téméf neprojevil. Podobné vysledky byly zjistény 1
po opakovaném podavani magnézia mladatim vystavovanym intermitentni hypobarické
hypoxii (MareSova 2001a, b, Kalin¢ik a spol. 2005, MareSova a spol. 2005).

Neuroprotektivni t¢inek magnézia je pfipisovan predev§im blokdadé NMDA receptorti
a nap&fové fizenych Ca®" kanalti (Maulik a spol. 2001, Lin a spol. 2004). Pravé nasledné
zvyseni intracelularni koncentrace Ca®", které startuje expresi nitric oxid syntazy (a naslednd
produkci oxidu dusnatého) a celé kaskady apoptdzy, je magnéziem snizeno (Tirkyilmaz a
spol. 2002, Maulik a spol. 2005). Proto jsme v nasem experimentu piedpokladali, Ze
premedikace magnéziem u zvifat vystavenych hypoxii snizi denzitu NADPH-d pozitivnich
neuronl v hippocampu. Vysledky tuto hypotézu potvrdily u nejmladSich (12 dennich) a
starSich (25 dennich) experimentalnich zvitat ve vSech oblastech hippocampu. Pokles denzity
NADPH-d pozitivnich neuront byl zaznamenan i u 35 dennich mlad’at v celém hippocampu s
vyjimkou oblasti CA1l hippocampu, kde denzita nitregnich neuroni nebyla magnéziem
ovlivnéna.

Magnézium aplikované kontrolnim mlad’atim nevystavenym hypoxickému inzultu
zpusobilo snizeni denzity NADPH-d pozitivnich neuronti ve vSech hippocampalnich
strukturach u 35 dennich zvirat, stejné tak i u zvitat 25 dennich, vyjma hilus gyrus dentatus,
kde denzita NO syntézujicich neuront nebyla ovlivnéna.
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Piekvapujici byly vysledky u nejmladsich mlad’at (12 dennich), kde podani magnézia
signifikantné vyvolalo zvySeni denzity NADPH-d pozitivnich neurond ve vSech oblastech
hippocampu v porovnani s intaktnimi kontrolami. Jak jiz bylo zminéno dfive, aktivita
NADPH-d koreluje s produkci nitric oxid syntazy, enzymu katalyzujicitho produkei oxidu
dusnatého (Yu a spol. 1999, Yuan a spol. 2005). D4 se tedy pfedpokladat, ze ve strukturach
hippocampu doslo nésledkem aplikace magnézia u 12 dennich kontrolnich zvifat ke zvySeni
syntézy NO. Nicméné piesnd analyza NO nebyla provedena. Existuji prace, které popisuji, Ze
zvySend aktivita NOS nebyla doprovazena detekci zvySené koncentrace NO (Yuan a spol.
2005). Pokud tedy uvazujeme, Ze je hippocampus skutecné zatizen nadbytkem NO, nabizi se
otazka, co tento exces NO pro zvifata znamend. Na jedné stran¢ se hovoii o vazodilataénim
ucinku oxidu dusnatého (Kemp a spol. 1997), na stran¢ druhé o jeho neurotoxickém vlivu
vyustujicim v poruchu bunééné integrity a ndsledné neurodegeneraci. Bez kompletni
kvantifikace celé neurondlni populace usuzovat na hippocampalni degeneraci je velmi
spekulativni. Proto planujeme do budoucna doplnéni nasi studie o klasické neurohistologické
barveni podle Nissla a histochemické barveni Fluoro-Jade B, které by mohlo napovédét, zda
po aplikaci magnézia u nezralych struktur hippocampu 12 dennich zvitat dochézi skute¢né k
zaniku buné€k, nebo zda je nadmérné mnozstvi NO zavislé na zvySené genové expresi iNOS.
Tento NO pak v okolnich neuronech, které, pokud nebyly vystaveny hypoxii, nevyvolava
degeneraci (Mander a Brown 2004).

V neposledni fadé¢ je nutno ptfihlédnout ke skutecnosti, Ze vSechny zminované vékové
kategorie pouZité v experimentu piedstavuji nezralé jedince, u kterych v ramci stejné vékové
skupiny jsou na rizném stupni vyvoje i jednotlivé struktury hippocampu. Tento fakt by mohl
vysvétlit nestejnou odpovéd’ nervové tkané na jeden a tyZ inzult mezi jednotlivymi v€kovymi
skupinami, ale i rozdilnou reakci jednotlivych struktur v samotném hippocampu.

Souhrn

Nejen samotnd hypoxie mozku, ale i nasledna reperfize vyvolavd zdvazné zmény
vnitiniho prostiedi, které¢ ve svych dasledcich méni funkce a strukturu nervovych i gliovych
bundk. Z experimentalnich nalezi vyplyva, Ze existuje fada iontti (napt. Mg®"), které mohou
tyto negativni zmény v mozku zmirnit. Za pouZiti histochemické metody (NADPH-d
diafordza barveni) byl zjiStovan vliv magnézia na denzitu NADPH-d pozitivnich neuronti v
hippocampu potkanti vystavenych dlouhodobé opakované hypoxii v obdobi rané ontogeneze
(12, 25 a 35 denni zvitata). NADPH-diafordza (NADPH-d) je enzym kolokalizovany s nitric
oxid syntazou (NOS), ktera katalyzuje syntézu oxidu dusnatého (NO).

Vysledky ukézaly, Ze dlouhodobd intermitentni hypobarick4d hypoxie zvySuje denzitu
NADPH- pozitivnich neuront ve vSech sledovanych oblastech u 12 dennich zvifat, u 25
dennich zvifat pouze v hilu gyrus dentatus a u 35 dennich zvifat v CAl, CA3 oblastech
hippocampu a ve ventralnim listu gyrus dentatus. Naopak sniZeni denzity nitrergnich neuronti
nasledkem hypoxie bylo zjiSténo u 25 dennich mlad’at v obou listech gyrus dentatus a u 35
dennich zvifat jen ve ventralnim listu a v hilu gyrus dentatus.

Premedikace magnéziem u zvirat vystavenych hypoxii zplsobila sniZeni denzity
nitrergnich neurond ve vSech sledovanych oblastech hippocampu a to ve vSech vékovych
skupinach s vyjimkou oblasti CAl1 35 dennich zvifat, kde magnézium denzitu NADPH-d
pozitivnich neuronti neovlivnilo.

Aplikace magnézia kontrolnim zvifatim nevystavenym hypoxii vyvolala pokles
denzity NADPH-d pozitivnich neuronii ve vSech hippocampalnich strukturach u 35 dennich
zvitat, stejné tak 1 u zvifat 25 dennich, vyjma hilus gyrus dentatus, kde denzita nitrergnich
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neuronti nebyla ovlivnéna. V nejmladsi v€kové skupiné aplikované magnézium zvysilo
denzitu NADPH-d pozitivnich neuronti ve vSech vySetfovanych oblastech hippocampu.

Z dosazenych vysledkl vyplyva, ze:
1. opakovana dlouhodoba hypobaricka hypoxie nejen zvySuje, ale i snizuje denzitu NADPH-d
pozitivnich neuronil v hippocampu (pracovni hypotéza I nebyla zcela potvrzena).
2. aplikace magnézia kontrolnim mlédd’atim zpUsobila nejen sniZeni, ale 1 zvySeni denzity
NADPH-d pozitivnich neuronii v oblastech hippocampu (pracovni hypotéza II nebyla zcela
potvrzena).
3. premedikace magnéziem u zvifat vystavenych dlouhodobé opakované hypobarické hypoxii
vyvolala snizeni denzity NADPH-d pozitivnich neuronti téméf ve vsSech oblastech
hippocampu (pracovni hypotéza III byla potvrzena)

Nase experimenty ukazaly, ze v nezralé mozkové tkdni opakovany hypoxicky inzult
vyvolal ve vétSin¢ piipadl zvySeni denzity NADPH-d pozitivnich neuront, kterd byla
podanim magnézia snizena. To sv&d¢i pro neuroprotektivni vliv magnézia.
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Summary

Hypoxia of the brain as well as the subsequent reperfusion can seriously alter the
tissue microenvironment and result of the functional and structural changes of nerve and glial
cells. Results of experimental studies show that some ions (e.g. Mg®") can interfere with the
brain development. To answer the question whether magnesium can modulate changes of
neuronal circuits induced by hypoxia and reperfusion effect of magnesium administration on
the density of nitrergic neurons (NO synthesising neurons) in the rats exposed to repeated
hypoxia during the postnatal ontogeny (12, 25, and 35-day-old) was studied. NO synthesising
neurons were identified according to the presence of NADPH-diaphorase (NADPH-d), the
enzyme co-localized with NO synthase.

Results have shown that the long-lasting intermittent hypobaric hypoxia brings about
the increase of the density of NADPH-diaphorase positive neurons in all studied regions of
the hippocampus in 12-day-old animals, in 25-day-old only in the hilus of the dentate gyrus,
and in 35-day-old in CA1l, CA3 hippocampal regions and in the ventral blade of the dentate
gyrus. Contrary to that, decreased density of nitrergic neurons was found in groups of animals
exposed to hypoxia till the age of 25 days in both blades of the dentate gyrus and in 35 days in
the ventral blade and hilus of the dentate gyrus.

Magnesium pre-treatment of animals exposed to hypoxia brought about decrease of
nitrergic neurons in all age groups and in all areas studied, except the CA1 region in 35-day-
old rats, where magnesium had no effect on the density of NADPH-d positive neurons.

When control animals were treated with magnesium, decrease of the density of
NADPH-d positive neurons in all hippocampal regions of 35-day-old animals was observed.
Results in 25-day-old rats were similar, except in the hilus of the dentate gyrus, where
magnesium had no effect. In 18-day-old control rats magnesium treatment resulted in higher
density of NADPH-d positive neurons in all hippocampal regions.

Presented results allow following conclusions

1. Hypoxia can both increase and decrease the density of NADPH-d positive neurons in
the hippocampus (working hypothesis I was not fully confirmed).

2. Magnesium treatment in control rats resulted in both the decrease and increase of the
NADPH-d positive neurons density in the hippocampus (working hypothesis II was
not fully confirmed).

3. Magnesium treatment in rats exposed to long-term repeated hypoxia brought about
decrease of the density of NADPH-d positive neurons in all hippocampal regions
(working hypothesis IIII was confirmed).

Our experiments show that the repeated hypoxic stimulus in the immature brain increases the
density of nitrergic neurons in the majority of cases. Simultaneous magnesium administration
can balance the effect of hypoxia and bring the density of nitrergic neurons to control levels.
Results indicate the neuroprotective effect of magnesium.





