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1 UVOD

Epilepsie (v cesting jiz témef nepouzivany vyraz ,,padoucnice neboli ,,padouci nemoc*,
latinsky také morbus sacer, divinus ¢i naopak demoniacus — svata, bozska ¢i d’abelska choroba)
je onemocnéni postihujici lidstvo od nepaméti a byla diky dramatickému prabehu epileptickych
zachvatil v popredi 1ékafského zajmu jiz od nejstarSich dob. Slavny Hippokrativ spis o ,,morbus
sacer z doby kolem roku 400 pted naSim letopoc¢tem, ktery jako prvni podrobnéji pojednéaval o
epilepsii jako o ,,nemoci®. V té dobé byly epileptické zachvaty zaménovany za posedlost zym

duchem ¢i d’ablem.

zasadni zlom v pé¢i o epileptické pacienty 20. stoleti znamenalo. Pokroky v poznani
biologickych, biochemickych a patofyziologickych mechanismti epileptického zachvatu stejné
jako zdokonaleni neurozobrazovacich metod a moderni farmakoterapie spolu s potvrzenim
ucinnosti operacni 1éCby u farmakorezistentnich pacienti v poslednich letech potvrzuje

dualezitost epileptologie nejen jako neurologické, ale i multidisciplindrni specializace.

Poskozeni mozku v raném détském veéku mulze mit napiiklad podobu obrazu détské
mozkové obrny (DMO), tedy rozliéné¢ formy motorické i mentélni retardace v disledku pre-,
peri- 1 Casné postnatalni 1éze centralniho nervového systému nejriznéjsi etiologie. Je obecné

znamo, ze takové poskozeni mozku muze byt provazeno epilepsii.

Vzhledem k tomu, Ze pacienti nejen s DMO, ale i dal§imi chorobami postihujici centralni
neurony, jsou v ramci mezioborové spoluprace velmi Casto zaroven klienty fyzioterapeutt, je

tteba byt o této problematice podrobnéji informovéan.



Zdaleka se nejedna pouze o znalost jak bazalné postupovat v piipadé, ze dité pii vySetreni
¢i rehabilitaci epilepticky zachvat prodélava, ale znamend to i v ramci komplexniho rozboru
psychomotorického vyvoje brat ohled na frekvenci, charakter i dobu trvani epileptickych

zachvatu.

Zejména je tfeba podrobné anamnesticky patrat po korelaci rozvoje zachvatového
onemocnéni s naslednym rozvojem stagnace Ci regresu vyvoje a uvédomovat si, jak je ¢innost

centralniho nervového systému epileptickymi zachvaty ovliviiovana.

Fyzioterapeut se nemuze zabyvat pouze terapii motorického deficitu, musi byt
plnohodnotnym ¢lenem lé¢ebného tymu v péci o pacienta se specifickymi problémy. Na zakladé
vlastnich praktickych zkuSenosti s pacienty s epilepsii jsem pfivitala moznost vypracovat
diplomovou praci na zaklad¢ provedenych pokust v ramci projektu sledujiciho epileptogenicitu
inicialniho inzultu i jeho neuropatologické disledky (projekt zmény angiogeneze v nezralém
mozku vyvolané &asnym inzultem P302/10/0971 GACR) s cilem zpracovat vysledky &asti
provedenych pokusti a tim zpfesnit poznatky o moznych dusledcich prodélaného epileptického
statu na dal$i motoricky a psychicky vyvoj pacienta. Tato studie mize mit vyznamny prakticky
dopad pro cely 1écebny tym pacienta. Moje loha spocivala v nastudovani a shrnuti teoretickych
problémi spojenych s tématem, poté v ¢asti praktické provedeni ,,0ff- line* analyzy chovani
zvifat po probéhlém SE pomoci ,,open field“ testu a v zavéru zhodnoceni vysledkd vcetné

navrhu jejich aplikace do huméanni mediciny.
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2 EPILEPSIE

2.1 Definice epilepsie

Epilepsie neni v soucasné dob¢ vnimana jako jedno onemocnéni. Odbornici se spise kloni

k terminu ,,skupina poruch a syndromti, kterym je spolecny vyskyt epileptickych zachvatia®.

Podle mezinarodni ligy proti epilepsii (International League Against Epilepsy; ILAE) je
definice jednotlivych epileptickych syndromi zaloZena na typu a historii zachvatl, pfitomnosti
¢i absenci trvalych zmén v mozku, které nejen ze zvySuji pravdépodobnost vzniku budoucich
zachvatli, ale mohou se manifestovat na neurobiologické, kognitivni, psychologické i socialni

urovni. (Kubova, 2002; Fisher, 2005; ILAE, 2010)

Epileptické zachvaty jsou definovany jako prechodné se objevujici ptiznaky, které jsou

disledkem nadmérné ¢i abnormné synchronni aktivity neurontt v mozku. (Dichter, 1997)
Epileptické zachvaty mohou byt provazeny:
* poruchami védomi - kvalitativnimi 1 kvantitativnimi
* vznikem kieci ¢i poruchou svalového tonu

* poruchou chovéni - automatismy

* poruchami vegetativnimi - nejriznéjSiho druhu

Tyto poruchy se mohou kombinovat, nebo se vyskytuji samostatné.

Zachvat muaze postihnout cely organismus (generalizovany typ) nebo jen jeho cast

(parcialni typ). (Pohl, 1992)

-11 -



Vyskyt jediného epileptického zachvatu nemusi jest¢ znamenat epilepsii. VéEtsina lidi, kteti
prodélali jeden zachvat v zivoté, timto onemocnénim netrpi. (Kubové, 2002) Na druhou stranu
vyskyt i ojedin¢lého epileptického zachvatu je alarmujici situaci v zivoté kazdého cloveka.
(Rektor, Oslejskova, 2010) Je dokazano, ze Clovek, ktery jednou prodéla epilepticky zdchvat ma
po dobu 1-2 let vyssi pravdépodobnost opakovani zachvatu, nez cloveék ktery zachvat neprodélal.

(Servit, 1983)

Epilepticky syndrom byva definovéan jako komplex spole¢né se vyskytujicich specifickych
priznakt a charakteristik. Jeho soucasti je uréeni typu zachvatd, popis EEG, posouzeni etiologie,
vékové vazby, farmakosenzitivity a predpokladané prognozy. (Kubova, 2002; piehledné

Hovorka, Herman, Nezadal, 2004; ptehledn¢ Prochazka, 2010)

Epilepsie (ve smyslu choroba) je charakterizovana trvalou predispozici k epileptickym

zachvatim se v§emi (neurobiologickymi, kognitivnimi, psychologickymi a socialnimi) dusledky.

Nezraly mozek sndze produkuje epileptické zachvaty, a proto za¢ina epilepsie u zhruba
50% epileptiki v détském veku. Studie Hausera a kol. ukazuje, Zze prvni epilepticky zachvat
vétSinou vznikd dokonce béhem prvnich let zivota (Hauser, Hessdorfer, 1990), coz bylo
potvrzeno i na zvifecich modelech. Vétsi nachylnost k produkei epileptickych zachvatii je dana
prevahou excitace, typickou pro nezraly mozek. (Mares, Folbergrova, Langmeier, Haugvicova,

Kubova, 1997)
Z téchto divodi ma détska epileptologie oproti ,,dospélé™ fadu specifik. Stupent vyvoje
nervového systému ditéte je dualezitou podminkou vzniku konkrétnich typt epileptickych

zachvatl, produkovanych EEG epileptiformnich vzorci a je dilezitym faktorem také pro

prognézu onemocnéni.

-12 -



Faktor véku 1 stupen vyvoje mozku ptsobi vzdy v kombinaci, proto je repertodr zachvat

v détstvi mnohem veétsi.

roNMr e

Obecné, 1 kdyz ponékud zjednodusené se da fici, ze ¢im nizsi je ve€k nastupu epilepsie, tim
hor$i mohou byt dusledky. I vznik konkrétniho epileptického syndromu, v nizsi vékové kategorii
nez je obvyklé, mize znamenat horsi prognézu. Co se skryva pod pojmem patofyziologicky
podklad vékového faktoru neni dosud zcela jasné, ale vyznamnou roli nepochybné hraji
vyvojové procesy v CNS. Tedy hlavné procesy strukturdlniho i funkéniho utvareni mozku,
jakymi jsou naptiklad postupna myelinizace, rozvoj neurondlnich siti a synaptickych intra- i
interhemisferalnich propojeni, vyvojové zmény v produkci neurotransmiterti a zmény v poméru
aktivity excitaCnich a inhibi¢nich regulacnich systémt (Obrazek 1). Vyvoj CNS probihd i
postnatalné na zékladé genetické determinace a je individudlné¢ dale modifikovan
enviromentalnimi a endogennimi vlivy, jako tfeba zménou hormondlni situace v prib&hu

prepuberty a puberty. (Hauser, 1992)

‘Critical period’ of GABA (excitatory)

activity-dependent i
synaptogenesis and - GABA (inhibitory)

plasticity NMDA
s Excitatory
B Excitation — AMPA glutamate
=
=l — Kainate
5
®
= 100%
® - = adult
e — function
e
[+
e
[<5]
o
Inhibition
Rodent PO P5 P10 P15 P20 P25 P30 Adult
Human Preterm Term 1-2yr =>10yr Adult

Age

Obrazek 1. Schématické znazornéni zmén neurotransmiterovych systémi v pribéhu

vyvoje
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Obrazek 1 na piredeslé strané; osa x - vyvojové mezniky hlodavci ve dnech/humanni
vyvojové mezniky v letech, osa y - hladina neurotransmiterti vyjadiena v procentech vztazenych

k jejich hladin€ v dosp€lém véku (prevzato Rakhade, Jensen, 2009)

2.2 Epidemiologie

Incidence a prevalence epilepsie a epileptickych zachvatl jsou vyrazné zavislé na véku,
typu epileptickych zachvati ¢i epilepsii a na trovni l€katské péfe v zemi, kde je vyskyt
sledovan.

Obecné se udava, ze zhruba 5% déti do 15 let prodéla alespon jeden epilepticky zachvat,
3% dé&ti reaguji na ndhly vzestup teploty febrilnimi kiecemi a souhrnné témét 1% déti do 15 let
ma epilepsii s vice neZ dvéma neprovokovanymi zichvaty. (ptehledné Sykora, 2008)
Nejcastéjsim vekove vazanym syndromem jsou febrilni kiece, které vSak nejsou povazovany za

epilepsii. (pfehledn¢ Komarek, 2007a)

Udaje o incidenci (nové diagnostikovani pacienti s vice nez 2 neprovokovanymi zachvaty
v 1 roce na 100 000 obyvatel) a prevalenci epilepsie (pocet déti s aktivni epilepsii v daném case
na 1 000 obyvatel) mohou byt i protichtidné. Kratce trvajici epilepsie miize mit v uréitém véku
vysokou ro¢ni incidenci, ale nizkou prevalenci a naopak dlouhodobé epileptické encefalopatie

maji nizkou ro¢ni incidenci a vysokou prevalenci.

Incidence se ve vyspélych zemich pohybuje mezi 24-53 pacienty na 100 000 jedincii za
rok. V rozvojovych zemich je toto mnozstvi az trojndsobné vyssi. Na obrazku 2 je vidét, ze

dochazi k vzestupu incidence téz u starsich pacientt (nad 70. let).

-14 -



Divodem je vétsi vyskyt symptomatickych epilepsii, zapfi¢inénych piredevsim
cerebrovaskularnimi  poruchami, hypertenzi, tumory, neudegenerativnimi onemocnénimi,

pourazovymi stavy, ale i vlivem poruch metabolismu ¢i zvySenym zatizenim 1éky.

Bl Incidence/100.000

Obrazek 2. Incidence vzniku epilepsie na rok / 100 000 obyvatel

Osa x - v€kové rozmezi noveé diagnostikovanych pacientl; osa y - pocet pacientl (dle prace

Hauser, Annegers, Kurland, 1991)

Na zakladé predchozich tdajli 1ze predpokladat, Ze v soucasnosti zije v Ceské republice
kolem 70 tisic pacientl s aktivni epilepsii. (pfehledné Brazdil, 2004) Pravdépodobnost, ze ¢lovek
nékdy v pribéhu zivota epilepticky zachvat prodéla, se pohybuje kolem 9% a Ze onemocni
epilepsii kolem 3%. (Hauser, Hesdorffer, 1990) Izolovany epilepticky zachvat vSak nemusi
znamenat epilepsii. Zachvaty mohou pfilezitostné vyvolat 1 jiné patologické stavy

(hypoglykemie, uzivani navykovych latek, apod.).
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2.3 Tktogeneze a epileptogeneze

Epileptologie rozliSuje zasadnimi pojmy iktogenezi a epileptogenezi.

Iktogeneze je proces oznacujici vznik a Sifeni epileptického zachvatu, obvykle bez ohledu
na to, zda se jedna o zachvat spontanni ¢i reaktivni, tedy vyvolany ve zdravém mozku chemicky,

elektricky ¢i zménou vnitiniho prostredi.

Pod pojmem epileptogeneze rozumime oznaceni procesu, vedouciho ke vzniku epilepsie
jako chronického onemocnéni, charakterizovaného spontdnnim vyskytem epileptickych
zachvati. Obvykle se pod tento pojem zahrnuji veskeré zmény, souvisejici se vznikem tohoto
onemocnéni od urovné molekularni ¢i genové, az po zmény funkéni (chovani, schopnost uceni ¢i
pamét). (Wasterlain C.G., Gloss., Niquet, Wasterlain A.S., 2013) Jako progresivni
epileptogeneze se oznacuje dé&j, pti kterém dochazi s dobou trvani epilepsie ke zhorSovani
onemocnéni — zvySuje se frekvence zachvati Ci jejich tize, dochazi k postupnému zhorSovani
mozkovych funkci (zejména paméti). (Goldberg, Coulter, 2013) Vzhledem k tomu, ze praveé

tento proces je podkladem sledovanych parametri, pojednava o ném podrobnéji nasledujici stat’.

Epilepsie se podle nejzakladnéjsiho déleni déli na idiopatické, pii jejichz vzniku se
uplatiiuji  zejména  faktory genetické (zmény ve struktufe receptord  hlavnich
neurotransmiterovych systémi ¢i iontovych kanald) a epilepsie symptomatické, u nichz byla
identifikovana mozkova léze, vznikla riznymi mechanismy (ischemické ¢i traumatické
poskozeni, hypoxie, apod.). Soucasny pohled na proces vedouci ke vzniku epilepsie, tedy
epileptogenezi, je zalozen pfedev§im na poznatcich ziskanych studiem symptomatickych

epilepsii, kde je tento proces spustén nékterym ,,inicialnim inzultem®.
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Ten vede k fad¢ zmén na molekularni, celularni 1 strukturalni Grovni, jez jsou podkladem

pro vznik funkénich alteraci. (pfehledné Kubova, 2011)

Epileptogeneze je tedy proces, vnémz inzult poskozujici mozek, spousti kaskadu
molekularnich a bunéénych zmén, které nakonec vedou ke vzniku spontannich zachvatii. Rozvoj
ziskaného epileptického onemocnéni znamena abnormalni neuronalni reorganizaci vyskytujici se
v navaznosti na konkrétni mozkovy inzult. (Engel, 1989) Molekularni a bunééné zmény zahrnuji
neurodegeneraci, neurogenezi, axonalni sprouting (puceni), axonalni poranéni, dendritickou
prestavbu, gliogenezi, invazi zanétlivych bunék, angiogenezi, zmény v extracelularni matrix a
zmény ve struktuie receptorti ¢i iontovych kanali. Rozsahlé molekuldrni zkoumani epileptogenni
tkan¢ poskytuje informace o molekuldrnich mechanismech vzniku ,,patologickych® bunécnych
zmén. V soucasné dob¢ se zejména studuji mechanismy pfispivajici k potirazové epileptogenezi

s cilem vyuzit poznatky v terapii. (Pitkdnen, Lukasiuk, 2009; Zamecnik, 2007)

Prubéh epileptogeneze se v ¢asnych stadiich postnatalniho vyvoje muze lisit od pribéhu
tohoto procesu probihajicim v mozku dospélého ¢loveka. Epileptogeneze je vyvojove regulovana
a vek, ve kterém k inzultu dojde, determinuje mechanismus odpovédi vedouci k epileptogenezi.

(Rakhade, Jensen, 2009)

Vyzkum provadény v poslednich tficeti letech prokazuje, Zze neexistuje jediny
mechanismus odpovédny za vznik epileptické aktivity. Kazda forma zachvatu je do jisté miry
generovana odliSnou skupinou mechanismi. Je dtlezité rozhodnout, které mechanismy jsou
klicové pro dany epilepticky fenomén bez ohledu na to, jde-li o zvifeci model ¢i o skute¢né
onemocnéni u ¢lovéka. Schopnost generovat epileptickou aktivitu predstavuje nezbytny aspekt

normalniho repertodru nervovych bunék.

Hyperexitabilita a hypersynchronizace piedstavuje pouze uréitou extrémni formu neuronalni

plasticity, ktera je kliCovou vlastnosti centralnich neuront.
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Stejné mechanismy, které se uplatituji v adaptaci, jsou zaroven podkladem pro vznik

abnormalnich vyboji a mozkové oblasti s dobrou plasticitou. (Kubova, 2009)

Naprosta vétSina komunikace mezi neurony v savéim mozku probihd na chemické urovni
prostiednictvim neurotransmiterd. Experimentalni studie ukazuji, ze zmény v kterémkoli
interaktivnim mechanismu mohou vést ke vzniku abnormalnich vyboji. Pii vzniku epileptické
aktivity se uplatiiuji neurotransmitery excita¢ni i inhibi¢ni. (Najm, Janigro, Babb, 2001; Kubova,
2009) Je nutné si uvédomit, ze v disledku pisobeni mnoha vnitinich i vnéjSich faktor, muize
epilepticky zachvat vzniknout i ve zdravém neepileptickém mozku. Takto vznikly zachvat neni
projevem epilepsie, ale mize knému dojit pravé zdivodu nerovnovahy excitacniho a

inhibi¢niho systému mozku. (Dichter 1989; Kubova, 2009)

Typicky probiha epileptogeneze ve tfech fazich:

o Akutni faze zahrnuje pocatecni poSkozeni mozku (tj. inicialni inzult). Toto poSkozeni
vede vétSinou k neurodegeneraci, cévnimu a axondlnimu poskozeni a zméndm v pfezivajicich
neuronech a gliich. Obvykle je doprovazeno deterioraci funkci — miiZze dojit ke zménam védomi,
chovani, vzniku akutnich epileptickych zachvati 1 ke zméndm motorickych ¢i kognitivnich
schopnosti. Akutni epileptické zachvaty provazeji nékteré typy posSkozeni mozku, jako
hypoxicko-ischemické, nebo traumatické. Tyto =zachvaty byvaji vyprovokovany akutni
metabolickou ¢i fyziologickou poruchou spojenou s akutnim poskozenim, ale nemuseji znamenat
epilepsii jako chronické onemocnéni. Typ, zdvaznost a misto poranéni mozku, spolu s vé€kem,
pohlavim, moZnou genetickou zatézi, terapeutickou intervenci (véetné farmakologickych zasaht)

a pritomnost nebo absence dalSich patologii kriticky ovliviiuje kone¢né disledky poskozeni.
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. Akutni faze je nasledovéna fazi latentni. V té mlzeme pozorovat ¢astecné zlepSeni
nékterych funk¢nich parametri. Navzdory mnoha molekuldrnim, bunéénym a systémovym
zménam, ke kterym dochéazi beéhem této faze, se jest¢ neobjevuji spontanni zachvaty.
. Vyskyt prvniho spontdnné opakujiciho zachvatu urcuje néstup chronické faze. Ta je
velmi dynamickd; v jejim pribéhu mize dochazet k progresi funkéniho poskozeni a zhorSovani
epilepsie. (Obrazek 3)

Trvani jednotlivych fazi je vysoce variabilni Akutni faze trva hodiny az dny, latentni faze

od dnti, pfes tydny. Mohou to byt ale i mésice. U vétSiny experimentalnich modelt trva

chronicka faze do konce zivota zvitete. (pfehledné Kubova, 2011)

—
g ey
=]z
<

Chronické poskozeni

- e Progrese funkcéniho
poskozeni

e Progrese epilepsie

Obrazek 3. Predpokladany sled patofyziologickych zmén v rozvoji epilepsie po inicialnim

inzultu a p¥i sekundarni epileptogenezi (pfevzato dle Brazdil, Marusic a kol. 2006)
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2.4 Lécba

Vzhledem ke své zdvaznosti, ale i Cetnosti, piedstavuje onemocnéni epilepsii vyznamny
zdravotnicky 1 socidlni problém v kazdé spole¢nosti. (Brazdil, Hada¢, 2004) Zaklad moderni
1écby epilepsie predstavuje predevSim vhodné zvolend farmakoterapie, kterd je u
farmakorezistentnich epilepsii po vyCerpani vSech jinych moznosti (napf. ketogenni dieta,
vagovy stimulator) doplnovana 1é¢bou neurochirurgickou. Dlouhodobé studie ovsem ukazuji, ze
u zhruba 50% pacientl 1é¢enych dostupnymi antiepileptiky pokracuji epileptické zachvaty, a u
¢asti téchto pacientil dochazi k progresivnim zménam jako je zvySovani frekvence zachvati ¢i
zhorSovani kognitivnich funkei (Collaborative group for the study of epilepsy, 1992). Tento udaj
vsak reprezentuje pouze “prumérnou lékovou rezistenci” pacientd s riznymi typy epilepsii a
progndza jednotlivych typd je vyrazné odlisSnad. Nejvétsi procento lékovych rezistenci se
vyskytuje u pacientd s komplexnimi parcialnimi zachvaty, a to okolo 70%. Vyznamny je i
vysoky vyskyt farmakorezistence u tfady forem vékové vazanych epilepsii a epileptickych
syndromd u déti. (Kubova, 2002) Farmakoterapie epileptickych syndromua u déti je odlisna od
1é¢by epilepsie dospélych. Veékoveé vazané epilepsie jsou charakterizovany jednak velkou
rozmanitosti forem epileptickych zachvatl, jednak ménici se odpovédi na jednotliva
antiepileptika, zavisejici na vyvoji mozku. Vybér vhodného antiepileptika by mél byt podlozen

kvalitnimi kontrolovanymi studiemi. (Komarek, 2007)

I kdyz u 50% lidi vznikéd epilepsie v détstvi, je vétSinou vyzkum tykajici se novych
antiepileptik orientovan na dospélé a déti starsi 12ti let. Vysledky se pak mnohdy mechanicky
prendseji do détského veku. Zaslepené kontrolované studie u vétSiny détskych syndromt
k dispozici nejsou, nebo jsou jen velmi omezené. Lze pouze vychazet z dlouholetého sledovani

vétsich soubori ¢i u vzacnéjsich se opfit o jednotlivé kazuistiky.
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Lécba antiepileptiky mé v détském veku znacna specifika, je dilezité pocitat s vékem se
meénici farmakodynamikou i farmakokinetikou. Nevhodnou farmakoterapii mizeme poskodit
malého pacienta a zhorSit kvalitu jeho zivota. (pfehledn¢ Komarek, 2007a) Je dulezité si
uvédomit, ze mezi latky napf. zvySujici apoptéozu ve zrajicim mozku patii 1 nékterd
antiepileptika. (Ikonomidou et al. 2001) Vyzkum vékove vazanych zmén v tc¢incich antiepileptik

a nezadouci ucinky téchto 1é¢iv na vyvijejici se mozek jsou dale zkoumany.

Soucasna 1écba epilepsie je zalozena na symptomatickém potlaceni ptiznaki (tj. zdchvatl)
antiepileptiky (AED) Cisté kauzalni 1é¢ba ,hojici® chorobny proces, ktery epilepsii vyvolal,
zatim neexistuje. (Pitkdnen, Kubova, 2004) Snaha zasdhnout do samotné pfi¢iny procesu

epileptogeneze vede k fad¢ studii provadénych na animalnich modelech.

Pii vymizeni zachvatl dochdzi jednoznacné ke zlepSeni kvality Zivota a niz$imu riziku
rozvoje psychiatrické komorbidity. Pacient neni vystaven opakovanému riziku ptechodnych
nezadoucich uc¢inkad pii aplikaci dalSich a dalSich antiepileptik a kompenzace epilepsie je
nepochybné sdruzena i s lepsi socidlni integraci pacienta. (pfehledné¢ Marusi¢, Krijtova, 2011) Je
vSak nutno mit na paméti, ze i kompenzovany epileptik je epileptik a 1écba proto musi byt

dlouhodoba, ne-li celozivotni. (Kubova, ustni sdéleni)
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3 STATUS EPILEPTICUS

3.1 Definice epileptického statu

Status epilepticus (SE) je vétsinou definovan jako zachvat trvajici vice nez 30 minut, nebo
2 a vice intermitentnich zachvati, mezi nimiZ nemocny nenabude plného védomi. (Marik,
Varon, 2008) Jako refrakterni status epilepticus je charakterizovan SE s trvanim vice nez 60

minut s rezistenci na 1écebné postupy.

Principiadlné mohou vSechny typy zachvatl vyustit v SE, a proto Mezinarodni klasifikace

SE v podstaté odpovida klasifikaci epileptickych zachvatt.
Trva-li epileptickd aktivita vice nez 30 minut, rozviji se Siroké spektrum klinickych
symptomu s vysoce variabilnim patofyziologickym, anatomickym a etiologickym podkladem.
Zatimco epilepticky zachvat pfedstavuje pro pacienta kratkodobou ptihodu, z niz se ¢asto
pied pfichodem Iékaie zotavi, je status epilepticus stavem, ktery ohrozuje zivot a mize vést k

ireverzibilnim Skodam na neuronech v dusledku excitotoxickych mechanismi, zhorSovanych

faktory, jako jsou hypertermie, aciddza, hypoxie aj. (Mlcoch, 2008)

3.2 Epidemiologie epileptického statu

Status epilepticus se vyskytuje s vysokou incidenci u novorozencti a déti do jednoho roku
veku, vice nez v jinych vékovych kategoriich. (Hauser, 1990) Vyssi incidence se objevuje tézZ ve

veéku nad 60 let. (Loddenkemper, Goodkin, 2011)
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Epidemiologické studie z USA a Virginie ukazuji, ze u 60ti letych je incidence 83/100 000
obyvatel. U déti mezi 2. - 12. mésicem zivota je incidence témét dvojnasobna 156/100 000
obyvatel. Naopak studie z Kalifornie ukazuje incidenci 7,5/100 000 u déti do Slet a 22,3/100 000

ve veéku nad 75 let. (Assis, Costa, Bacellar, Orsini, Nascimento, 2012)

Mortalita pfi SE je podle recentnich studii u dospélych stale 8-32% a u déti 3-25%. V
populacni studii v Richmondu byla mortalita 22%. Jinde se uvadi, ze fatalni nasledky pro déti

jsou v rozmezi 3-9%. (Loddenkemper, Goodkin, 2011)

3.3 Patofyziologie epileptického statu

Zakladnim rysem patofyziologickych procest, zahrnutych v SE, je selhani mechanismu
ukoncujici izolovany zachvat. (Lowenstein, 1998) Je pravdépodobné, ze neefektivni prace
inhibi¢nich neuront spolu s nadmérnou neuronalni excitaci hraji roli v zahdjeni a Sifeni

elektrického impulzu vyskytujici se u epileptického statu. (Marik, Varon, 2008)

Status epilepticus znamena trvalou patologickou situaci centralniho nervového systému
s pretrvavanim abnormalné rychlé elektrické aktivity mozkovych neuront. Klinické zachvaty
jsou neustalé a maji tendenci stavat se sobéstacnymi (nezavislymi). Fyziologické a biochemické
kaskady, které charakterizuji sobéstacné SE (SSSE), byly zkoumény na zvitecich modelech. Pti
pfechodu zjednotlivych zachvati do SSSE se GABA receptory pohybuji od synaptické
membrany do cytoplasmy, kde jsou funkéné€ neaktivni. Tim se snizuje pocet GABA receptort k
dispozici pro navazani GABA nebo GABAergnich latek, coz muze caste¢né vysvétlit vyvoj
Casov¢ zavislé farmakoresistance na benzodiazepiny a tendenci zachvatii stat se sobéstaénymi

(nezavislymi).
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Na druhé strané¢ dochazi ke zvySovani poctu glutamatergnich receptorti v neurondlni
membrané, coz zvySuje excitabilitu i riziko excitotoxického poskozeni. Znalosti téchto
mechanismi otviraji moznost vyuziti novych terapeutickych postupti (Chen, Naylor, Wasterlain,

2007)

Principem poskozeni neuronti pti SE jsou pfevazné hypoxicko - ischemické mechanismy.

3.4 Disledky epileptického statu pro nezraly mozek

Dlouhodobé sledovani pacientd, ktetfi prodelali v détstvi SE, pfinasi rozporné vysledky.
Publikované studie jasn¢ prokazuji kratkodobé i dlouhodobé dasledky puisobeni prolongované
epileptické aktivity, zavislé na mnoha faktorech jako je vk, komorbidity ¢i pfidruzena
farmakoterapie. Proto jsou pro sledovani dusledkti dlouhotrvajici epileptické aktivity
pomahaji ptispét k poznani patofyziologickych mechanismi, vedoucich ke vzniku funkénich i
morfologickych dasledki SE a zaroven jsou vyuzivany ke konstrukeci novych terapeutickych
strategii. (prehledn¢ Kubova, 2011) Na zvifecich modelech je mozno sledovat vyznam
jednotlivych faktort jako jsou ve€k, mechanismus vzniku zachvatu ¢i pouzita terapie. Tyto

faktory jsou dulezité pro vznik, rozsah a charakter morfologickych 1 funkénich alteraci.
Experimentalné je jiz na fad¢ studii prokazano, ze k poSkozeni mozku vedou zachvaty

kratkeé 1 dlouhé. Experimentalni diikazy naznacuji, ze zachvaty probchlé v rané fazi vyvoje, jsou

spojovany spisSe s jemnymi deficity v chovani a kognitivnich funkcich 1 v nepfitomnosti zjevné

strukturalni 1éze.
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Tyto deficity jsou zavislé na veéku, kdy k zdchvatim dojde (méné zavazné deficity
v mlads$im v¢ku), na frekvenci a zdvaznosti zachvatl, ale do zna¢né miry nezavislé na etiologii.
(Stafstrom, 2002) I ptes veSkeré snahy na experimentalni i klinické urovni nejsou procesy

vedouci k rozvoji epilepsie ¢i epileptického statu stale zcela objasnény.

3.5 Animalni modely epileptickych zachvatt a epilepsie

Pii tvorbé idealniho modelu epileptického zachvatu ¢i epilepsie se vychazi piedevs§im
z podobnosti se zachvaty pozorovanymi u lidskych pacienti. Lze modelovat jednotlivé
parametry onemocnéni, jako jsou zachvaty a genetické mutace, ¢i celkové epilepsii jako
chronické onemocnéni. Sledovany jsou klinické ptiznaky. PiedevSim vyskyt a charakter
epileptickych zachvatii (behavioralné i elektrograficky), ale i vyskyt komorbidit (deprese,
anxieta, poruchy socidlniho chovani). U obojiho bychom méli vidét shodu, podobu, ¢i alespoil
analogii s projevem lidskych epileptickych zachvatti. V daném modelu se porovnava i ucinnost

klinicky pouzivanych antiepileptik. (Servit, 1983)

V experimentalni epileptologii se nejcastéji pouzivaji modely vyprovokovanych
(reaktivnich) epileptickych zachvati. Tyto modely jsou snadno proveditelné, relativné levné a
vétSinou nepotiebuji (v zavislosti na cili experimentu) ndkladné vybaveni. Rutinné se tyto
modely vyuzivaji k vyhledavani novych latek, které by v budoucnu mohly slouzit v 1écbé

epilepsie. Zachvaty jsou vyvolavany bud’ elektrickou stimulaci, nebo podanim chemickych latek.

V soucasné dob¢ existuje Siroka Skala kiecovych jedl s riznym mechanismem ucinku
(obvykle potlacujicich inhibici nebo zesilujicich excitaci) s dobfe popsanym pribéhem

provokovanych kfe¢i. Rada téchto modelil byla popsana i u mlad’at laboratornich hlodavci.
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Komplikovanéjsi a vyrazné¢ nakladnéjsi je vyuziti modelt epilepsie jako chronického

onemocnéni.

Obvykle se rozliSuji modely epilepsii vyvolanych jasné definovanym epileptogennim
podnétem, jako je napiiklad ischemie, trauma — model ziskané epilepsie (aquired epilepsy).
Kromé toho existuji i genetické modely, které vyuzivaji bud’ kmeni laboratornich hlodavci
s ptirozen¢ vysokym (az 100%) vyskytem epilepsie, nebo geneticky modifikovanych zvirat.
(Velisek, 1992) Zvlastnim modelem epileptogeneze je kindling (roznécovani), ktery vyuziva
skuteCnosti, ze pifi dlouhodobém plsobeni aktivity epileptického ohniska muize dojit
k sekundarni generalizaci této aktivity. Jde o zvlastni ptipad modelovani zachvati elektrickou

cestou, kdy klinicky latentni zdchvaty piechazeji postupné do motorickych kieci.

Navzdory tomu, ze epilepsie zacind Castéji v détském veku, je experimentalni vyzkum
epilepsii v prub¢hu vyvoje provadén daleko v mensim rozsahu nez vyzkum epileptickych jevi ve
zralém mozku. Velkym problémem je zejména modelovani specifickych vékové vazanych
epilepsii €i epileptickych syndromt. Relevantni modely, které jsou nezbytné pro studium
patofyziologie téchto epilepsii i pro vyhledavani nové, specifické terapie chybi, protoze naroky
na tyto modely jsou velmi vysoké. Epileptogenni proces by mél vést k zachvatim, které se
vyskytuji v urcitém obdobi v postnatalnim vyvoji. Fenotyp vzniklé epilepsie by se mél podobat
té u déti véetné specifickych zachvatl. Déale by méla byt pritomen specificky patologicky obraz
EEG, vcetné farmakologické citlivosti odpovidajici tézZ huméanni medicin€. Kromé toho by mé¢l
model vykazovat jako nasledek bud’ globalni vyvojovou regresi ¢i specifické behavioralné-

kognitivni nasledky.
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Platné zvifeci modely by mély poskytovat uzitecny nastroj pro zkoumani molekularnich a
bunénych mechanisml epileptogeneze k identifikaci biomarkerd, k vyzkouSeni novych
antiepileptogenik a antiepileptik a podpofit rozvoj novych diagnostickych a terapeutickych

strategii. (Kubova, Lukasiuk, Pitkdnen, 2012)

Experimentaln¢ indukovany konvulzivni status epilepticus je nejpouzivanéj§im modelem
epileptogeneze, i kdyz je u dospélych zvifat velmi devastujici. Tento inzult vyvolava
epileptogenezi az u 100% jedinct. Zatimco u dospélych zvifat se stejnou meérou pouzivaji
metody chemického i elektrického vyvolani epileptického statu, v ontogenetickych studiich je
situace podstatn¢ komplikovanéjsi. Pouziti dlouhodobé elektrické stimulace pro vyvolani
epileptického statu neni u velmi mladych zvifat mozné, zejména z divodu technickych. Lebeéni
kosti jsou velmi tenké a rychly rist lebky znemoziuje nechat ptrezivat zvirata po delsi dobu
s implantovanymi elektrodami. Navic jejich odstranéni po ukonéené stimulaci je spojeno se

znacnym rizikem poskozeni lebky, zejména u zvitat mladsich nez 3-4 tydny.

U mladat se pro vyvolani epileptického statu pouziva nejcastéji cesta chemicka. Nejlépe
popsanymi modely jsou SE vyvolany systémovou ¢i fokalni aplikaci kainatu, nebo systémovym
podanim pilokarpinu - at’ uz samotného, nebo v kombinaci s lithiem. Ve vsech ptipadech byla
sledovana a popsana citlivost riznych vékovych skupin potkana k vyvolani motorického SE i
jeho EEG projevy. (ptehledné Kubova, 2002) Experimentalni studie prokazaly, ze disledky SE
zavisi na stupni vyvoje v dob¢ vzniku SE, jeho zévaznosti a dobé trvani. (Lemos, Cavalheiro,
1995) Dalsi faktory, jako zpusob indukce SE, genetické faktory, 1écba béhem SE, nebo rtizné
dalsi faktory v¢etné zvySeni télesné teploty vyznamné ovliviiuji kone¢né dusledky aplikovaného
inzultu. (Kubova, Lukasiuk, Pitkdnen, 2012) Kainat i pilokarpin vyvolavaji SE jiz v prvnim
tydnu Zivota a zdvaznost i distribuce patologickych zmén se li§i v zavislosti na véku a typem

inzultu. (Pitkdnen et al, 2007; Pitkdnen, Lukasiuk, 2009).
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Vysledky nejnovéjsich studii ukazuji, ze Li/pilokarpinovy model vede k neurodegeneraci a
dlouhodobému funkénimu poskozeni (zmény kognitivnich schopnosti apod.) jiz béhem druhého
tydne zivota potkana (P10 - P12) a je 1 siln¢ epileptogenni (Kubova, Mares, 2013).
Neurodegenerace je pozorovana od prvnich hodin po zacatku SE a nékteré funkéni zmény lze
pozorovat hned po odeznéni akutni faze SE. U dospélych zvifat se spontanni epileptické
zachvaty objevuji v fadech dni, ¢i nejdéle nékolika tydni po SE. U mlad’at trva tento proces

podstatné déle, az mésice.

Trvani tzv. latentni faze 1 incidence epilepsie po inzultu se ov§em u mladych i dospélych
zvitat vyrazné lisi v zavislosti na pouzitém modelu - v modelu po poranéni mozku (traumatic
brain injury; TBI) nebo cévni mozkové piihod¢ je podil zvifat s rozvojem epilepsie nizsi a

latence k jeho vzniku je napi. po TBI mnohem delsi, trva v fadech mésict.

U lidi samoziejmé nejsou informace o prubéhu epileptogeneze po rtznych typech
mozkovych inzultd natolik prozkoumany. Z dostupnych udaji vyplyva, ze u vétSiny pacientl se
rozvine epilepsie do 2 let po SE, TBI nebo cévni mozkové piihod€, coz demonstruje urcitou
podobnost mezi riznymi etiologiemi. (Hesdorffer, Logroscino, Cascino, Annegers, Hauser et al.,
1998) Na druhé strané je vSak tieba stale zvazovat moznost riznych procest epileptogeneze a
zaroven pocitat s celou fadou vngjSich i vnitinich faktord, které u individua proces/procesy

epileptogeneze ovliviuji. (Pitkdnen, 2010)
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3.6 Poskozeni mozku v prubéhu vyvoje

Dosavadni vysledky studii ukazuji, ze rozsah poSkozeni vyvolaného experimentalné
vyvolanym SE se zvySuje s vékem. V dospélém mozku je SE vysoce devastujici a vede
k rozsahlym patologickym zménadm. Nezraly mozek byl naopak po dlouhou dobu pokladan za
naznacovaly, ze SE vyvolava epilepsii az u zvitat starSich nez 3 tydny, avSak na zaklad¢ uziti
vyspélejsich technickych a technologickych postupti bylo potvrzeno, Ze nezraly hlodavéi mozek

je vice nachylny k vyvolani zachvati nez mozek pln¢ maturovany. (Scantlebury et al., 2007)
Ani velmi nezraly mozek (10 - 12 dni) neni zcela rezistentni (pfehledné Kubova, 2011).

S pomoci specifickych markerti neurodegenerace, jimiz jsou TUNEL ¢i Fluoro - Jade B, byla
neurodegenerace detekovana jiz u zvifat mladsich 2 tydni. Ireversibilné poskozené neurony byly
prokdzany u P12 potkanti vfadé struktur temporalniho laloku (hipokampus, amygdala)
(Nairismégi, Pitkdnen, Kettunen, Kauppinen, Kubova, 2006; Druga, Mare§, Kubova, 2010) i

extratemporalné (talamus) (Kubova et al., 2001) v priab&hu prvniho tydne po SE.

Dlouhodobé dochazi u zvifat, ktera prodélala SE v Casnych stadiich postnatalniho vyvoje,
k atrofii struktur temporalniho laloku a dilataci postrannich mozkovych komor (Nairismégi et al.,
2006, Kubova, Mares, 2013). Dlouhodobé sledovani prokazalo, ze atrofie je progresivni, a Ze se

jeji rozsah zhorsuje s dobou od SE. (Kubovéa, Mares, 2013)

Obecné se predpoklada, ze poskozeni CNS béhem vyvoje znamena mnohem méné zavazné

deficity nez poskozeni v dospélosti, a to z divodu zvysené plasticity nezralého mozku.
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Dosavadni studie ukazuji, Ze v souladu s menSim rozsahem poskozeni mozku je mensi 1
rozsah funkéniho poskozeni. U dospélych zvitat s casnym SE se projevuje anxieta, zhorSeni

paméti i schopnosti uceni (Kubova, Mares, 2013; Kubova at al., 2004).

Nekteré studie naznacuji i zpomaleni vyvoje n¢kterych funkci. (Kubova, Mares, 2013) Pres
velky vyznam této problematiky je dynamika vyvoje sledovana u modeli casného poskozeni

mozku studovana jen malo a vétSinou ve velmi omezeném rozsahu.
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4 POSTNATALNI VYVOJ LABORATORNIHO POTKANA V POROVNANI

S CLOVEKEM A KOMENTAR K POUZITE METODICE

Pro experimentalni biomedicinské obory, zaméfené na vyvoj nervového systému,
predstavuje moznost srovnani jednotlivych neurovyvojovych stadii mezi riznymi sav¢imi druhy
klicovy problém. Moznost takového srovnani je pfitom nezbytna pro pfenos non - humannich
dat na lidsky mozek. Rizné druhy laboratornich zvifat se rodi v rtznych stadiich zralosti
nervového systému a navic se jednotlivé oblasti jejich nervového systému lisi 1 z hlediska

fylogenetického (velikosti i komplexnosti).

Clovék stejné jako potkan patii mezi savce nezralé, ktefi jsou po narozeni odkazani Gast
svého postnatdlniho zivota na péci svych rodicl. Je tfeba brat na zietel uroven zralosti pii
narozeni a tempo vyvoje po narozeni. Délka zivota potkana je kolem 2 let, takze jeho vyvoj je
pomérné rychly. V dobé narozeni nedosahuje stupné zralosti mozku donoSeného lidského
novorozence, je tedy mozné na ném studovat i vyvojova stadia, kterd u clovéka probihaji
intrauterinn€. Morfologicky stanovovany stupen zralosti mozku, ktery odpovida stupni zralosti
mozku donosSené¢ho novorozence je u potkanti dosazen kolem 10. - 12. dne. (Mares$, 1992)

Ptirozeny odstav je 28. den a puberta nastava 35. den.

I kdyz v soucasné dob¢ existuje pomérné rozsahla literatura vénovana této problematice,
jsou nase znalosti stale netplné. Velké procento dostupnych praci se zamétuje na srovnavani
sekvenci nekterych jednoduchych vyvojovych parametri jako je otevirani oci, fyziologicky
odstav, ¢i na srovnavani zakladnich parametrii biochemickych (napf. zmény v obsahu DNA
v mozku, parametry dozravani transmiterovych systémt), neuromorfologickych (synaptogeneze,

myelinizace) nebo molekularnich (zmény molekularni struktury receptord, iontovych kanali).
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I kdyz tyto studie nabizeji urCité vyvojové paralely mezi jednotlivymi sledovanymi

markery, komplexni obraz je zatim velmi netplny.

Vyvojova neurofyziologie studuje fadu oblasti. Mezi nejjednodussi patii vyvoj motoriky.
Pti studiu psychického vyvoje jsme u pokusnych zvirat odkdzani na metodiky studia chovani,
upravené pro prislusnd vyvojova stadia. Je provadéna analyza EEG zdavodu vyvoje
bioelektrické aktivity CNS, ale 1 provokovana aktivita pomoci evokovanych potencialt, ktera se
prekryva se studiem senzorickych systémt. (Mares, 1992) Pii vzajemném srovnavani je tfeba
mit na zieteli, Ze u clovéka vyvoj senzorickych systému predbihd vyvoj motoriky na rozdil od
laboratornich potkanti, kde krom¢ nedokonalé motoriky pretrvava i delsi vyvojova etapa

senzorickych funkci jako je napt. zrak a sluch. (Mares, 1992)

Srovnavaci studie dokazuji, ze hlodavci se rodi pfed hlavni periodou diferenciace
neuroblasti a k synaptogenezi a myelinizaci dochazi i dale v postnatalnim obdobi. (Gottlieb,
Keydor, Epstain, 1977) Naproti tomu v lidském mozku jsou po narozeni neuroblasty kompletné
diferencovany a kompletni je také proliferace. Pouze myelinizace je dokoncovana, stejn¢ jako u

hlodavci, postnatalné. Hruby regiondlni rozvoj mozku obou je shodny.

Rozvoj senzomotorické kiry je nejrychlejsi mezi 12. a 20. dnem Zzivota. Prvni tfi tydny
jsou zasadni pro myelinizaci a zrychluje se téz vedeni perifernimi nervy. (Westerga,
Gramsbergen, 1990) Vyznamny rozdil mezi lidskym a hlodavéim mozkem je velikost a obrys
neokortexu. Hlodavei maji hladkou (lissencefalickou) mozkovou kiiru s relativné malym
neokortexem. Lidsky mozek se vyznacuje zvrasnénim (gyrencefalii), vyplyvajici z obrovské

fylogenetické expanze neokortexu. (Rice, Barone, 2000)

V ontogenetickém vyvoji nervosvalového aparatu obratlovell se vyznamné uplatiuje fada

interakci mezi jednotlivymi komponentami.
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Realizace nékterych vzdjemnych vlivii mezi neurony a jejich cilovymi strukturami je
v urcitych obdobich ontogeneze zcela nezbytnou podminkou jejich dalsi diferenciace. Naruseni
napf. traumatem bchem kritickych vyvojovych fazi ma za nasledek vétSinou ireverzibilni
morfologické, funkéni zmény, a/nebo Uuplny zénik centralnich ¢i perifernich elementt
nervosvalového aparatu. Obdobny zasah provedeny u plné¢ maturovaného systému ma vétSinou
daleko mirngj$i negativni dopad. Toto vSak stoji v protikladu ktvrzeni (Casto az

generalizujicimu), Ze reparabilita poskozeni je u mladého, nezralého organismu obecné lepsi nez

v dospélosti. (Vejsada, Palecek, 1992)

Pro sledovani dusledkti ¢asného poskozeni mozku, vystaveni nezralého mozku ptisobeni
riznych exo- ¢i endogennich vlivl, vyvojovou farmakologii a fadu dalSich neurovyvojovych
obortl je nutné znat vyvoj zakladnich funkci nervového systému. Zejména se jednd o funkce
senzorické, motorické, schopnosti uceni, paméti, socidlni dovednosti apod. a také ,kritické
vyvojové periody*. Tyto znalosti pak umoziuji vytvoreni relevantnich experimentalnich modela

1 spravnou interpretaci ziskanych vysledku.

V ramci predkladané prace lze uvést z diivodu limitovaného rozsahu pouze velmi strucny
prehled vyvojovych meznika laboratorniho potkana se zaméfenim na vyvoj zakladnich funkci
nervového systému s akcentem na pamét a senzomotorické schopnosti, které uzce souvisi

s tématem diplomové prace. (Obrazek 4)
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Postnatalni dny 0 7 14 21

Senzorické schopnosti:

¢ich, somatosenzorika, taktilni a termalni ¢iti, vestibularni funkce, chut’

. ———— ——

sluch

—

zrak

—

Motorické schopnosti:

plazeni chuize
— —
otaceni (pivoting) béh
—~ T e ———
Splhani po sténé vzty¢ovani s oporou
— —

samostatné vztyCovani

-
g [

Obrazek 4. Priblizna doba rozvoje jednotlivych senzorickych a motorickych schopnosti u

potkantu (Upraveno dle Spear, 1990)
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4.1 Motoricky vyvoj

Proces vertikalizace se vyviji po narozeni pomérné¢ rychle. Novorozeného potkana ukazuje

obrazek 5.

Obrazek 5. Novorozené mladé potkana

Postupné se zapojuji antigravitacni svaly hlavy, krku, trupu a extenzori koncetin. Prvni se
jiz béhem prvniho tydne zveda od podlozky hlava. Na zacatku tietiho tydne zacdinaji potkani jiz

sledovat okoli.

Ve vertikalizacnim procesu nasleduji ramena a tlapky. Ramena se postupné zvedaji od
podlozky jiz od prvniho dne po narozeni. Na konci prvniho tydne, kdy se i hlava pomalu elevuje,
se dostavaji vys. Jejich pohyb samoziejmé souvisi s dozravanim opory o distalni ¢asti prednich
koncetin. Vaha je zpocatku na predni ¢asti téla, tedy na loktech, pfedlokti a koncem prvniho
tydne na tlapkach a otevienych prstech. Od 12. dne jsou potkani schopni se zvednout na distalni

¢asti prednich koncetin, aniz by ztratili rovnovéahu.

-35-



V druhé poloviné druhého tydne se zacina pridavat panev a zadni konCetiny. Na zadnich

tlapkach s roztazenymi prstci je potkan kolem 13. dne po narozeni.

Prvni nejjednodusi pohyb mizeme ovSem vidét podstatné diive, tzv. pivoting (spontanni
pohyb pfednimi koncetinami) se objevuje jiz 4. - 5. den. Pivoting je nasledovan tzv. §lapanim,
pii némz je hlava elevovéana a predni koncetiny se pohybuji obé vpravo nebo vlevo, pficemz
zadni koncetiny se pohybuji minimaln¢. Od konce 1. tydne po narozeni se pomalu objevuje
plazeni, v ramci kterého se zapojuji i koncetiny zadni. Kolem 10. dne mluvime o zacatku
kvadrupedalni lokomoce s elevovanym trupem, ovSem s nedokonalou kontrolou dolnich
koncetin. 14. - 15. den se oteviraji o¢i a spolu s tim je vyvoj lokomoce natolik zrychlen, ze od
16. dne jiz lze pozorovat bc¢h. Postupné se vyviji dal§i modality - vestibularni funkce,
exterocepce 1 propriocepce. (Altman, Sudarshan, 1975) Sluchovy a zrakovy systém zacéina

dozravat u potkant pomérn€ pozdé, naproti tomu ¢ich a chut’ dozravaji o mnoho drive.

4.2 Strucny ptehled vyvoje lokomoce

o 12ti denni mladé zacina pouzivat zadni koncetiny, vyviji se tzv. zvedaci reakce, distalni
Casti zadnich koncetin nejsou jeSté ve spravné koordinaci, chodidla miii pfi kontaktu
s podlozkou nahoru. Kolem 13. - 14. dne se objevuje dorziflexe nohy a kontakt chodidla

s podloZkou. V tomto véku miiZene u potkana pozorovatt jiZ pocatky chiize. (Obrazek 6)

. 18ti denni mlad’ata laboratorniho potkana v tomto véku jiz vidi, vyuzivaji kvadrupedalni
lokomoci a rychle rozviji dalsi poznévaci schopnosti. Jako soucast prizkumné odpovédi se vyviji
zvedani na zadnich koncetinach. 15. - 16. den zacina rozvoj posturalni kontroly, ktery je
dokoncen 21. den. Mezi 17. a 20. dnem se manifestuje faze hyperaktivity, kdy zvifata rychle

méni ¢innosti. (Altman, Sudarshan, 1975; Gramsbergen, 1998) (Obrazek 7)
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. 25ti denni mlad’ata laboratorniho potkana (P25). Tento vék reprezentuje obdobi pied
fyziologickym odstavem. Vyrazné se zvySuje lokomoc¢ni aktivita, intenzivngjs$i hrani s prvky

agresivity a sexualniho chovani. (Bolles, Woods, 1964) (Obrazek 8)

. 32ti denni prepubertalni potkan projevuje zvysSeny zdjem o socialni kontakty, intenzivni

hravé chovani s naznacenou agresivitou a prvky sexudlniho chovani. (Bolles, Woods, 1964)

(Obrazek 9)

Obrazek 6. 12-ti denni mladé potkana (P12)  Obrazek 7. 18-ti denni mladé potkana (P18)

i Gk

Obrazek 8. 25-ti denni mladé potkana (P25) Obrazek 9. 32-ti denni prepubertalni potkan
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4.3 Vyvoj uceni a paméti

Na rozdilech v ontogenetickém vyvoji jednotlivych schopnosti uceni se podili skute¢nost,
ze rostralnéji ulozené struktury zprostfedkuji slozit¢jsi formy chovani, zatimco pro realizaci
jednoduchych forem chovani posta¢i kaudalnéji ulozené oblasti. Vyssi oblasti dozravaji pozdéji,
coz se projevuje tim, ze chovani novorozencti mize nékdy pfipominat chovani dekortikovanych
zvitat (Tietelbaum et al., 1983) Uceni u mlad’at souvisi s postupnym vyvojem senzorického a

motorického systému.

Uceni je na vSech vyvojovych stadiich vyznamné ovlivnéno motivaci, ktera se vSak
v pribehu vyvoje do jist¢ miry méni. Rada studii ukazuje, Ze apetitivni ufeni se vyviji
v ontogenezi diive nez averzivni, pfiCemz pod pojmem apetitivni uceni je myslena ¢innost za

ucelem dosazeni odmény, na rozdil od uceni averzivniho, kdy je cilem kondni vyhnuti se trestu.

V ranych obdobich ontogeneze se v uceni uplatiiuje zejména Cich. (Leon, 1992) Inhibi¢ni
averzivni chovani je mozno prokazat brzy po narozeni, je vSak tfeba pouzit adekvatnich metod
na daném stupni ontogenetického vyvoje. Pii jeho volb¢ je nutno znat ontogenezi senzorickych a
motorickych systémi a téz vyznam této formy uceni pro preziti zvifete ve volné prirod¢. Rizné
averzivni podnéty prostiedi mohou vyvolat u laboratornich zvitat stres. Silnym stresem je
»passive avoidance learning®, jde o test, kdy se zvirata vyhybaji elektrickému Soku. Zvitata jsou
schopna splnit tento test jiz mezi P8 - P12, kdy jeste nevidi. (Dumery, Derer, Blozovski, 1988)
Jsou-li zvifata vystavena nebezpeCnym podnétim, reaguji na né (behavioralng) pres rtuzné
senzorické modality. Napf. pfi odlouceni od matky vysilaji ultrasonickou vokalizaci, ktera
v ontogenezi klesd postupné¢ smérem k dob¢ fyziologického odstavu. Tato jejich odpoveéd je
prizptisobena hrozicimu nebezpeci a v podstaté prosi matku o pomoc. Predstavuje-li vSak

nebezpeci pro mlad’ata cizi dospély samec, nastava ,,freezing™ (ztuhnuti).
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Mléad’ata ptestanou vokalizovat a hraji mrtvé. Ultrasonickd vokalizace je inhibovana, je
tedy mozno ji pfizpisobit vzniklé situaci. ,,Freezing response® neni jest¢ pfitomna v P7. Mezi
P12 - P14 je velmi vyrazna a od P18 klesa. V obdobi po odstavu neptedstavuje jiz cizi dospély

samec pro mlad’ata hrozbu. (Wiedenmager, 2005)

Odpovéd’ na hrozbu je nejen veékové specifickd, ale je vyznamné ovlivnéna i typem
podnétu. U zvitat je popisovan tzv. emocni vnitini stav, ktery je zakédovan v genech a znamena,
ze 1 kdyz laboratorni potkan nikdy nevidél kocku, jeji pach pro n¢j predstavuje hrozbu. Testem
na anxietu v tomto sméru je tzv. “predator avoidance* = vyhnuti se predatorovi (Blanchard,
2005). Je prokédzano, ze pii vystaveni stresovym stimulim dochazi k aktivaci hypotalamo-
hypofyzo-nadledvinkové stresové osy (HPA; hypotalamo - pituitary - adrenal axis). Na jeji

aktivaci zavisi 1 mira tzkosti. (Klein, Romeo, 2013)

Mozkové oblasti spojené s vyvojem anxiety jsou piedevSim ventralni hipokampus,
frontalni kortex, amygdala a hypotalamus. Ty moduluji odpovéd’ na stres v zavislosti na véku

jedince. Adolescenti maji silnéjsi odpoveéd’ nez dospély. (Lynn, Brown, 2010)

Pomérné pozdé se vyvijeji kognitivni formy paméti, zavislé na hipokampu. U potkant se
jednéd predevSim o prostorovou pamét. V Morisové vodnim bludisti, v némz zvitata hledaji
skrytou platformu, jsou mlad’ata tuto ulohu schopna ftesit jiz 17. den po narozeni, pokud je
bludisté ptizpisobeno jejich velikosti, asi na 1/3 origindlu. V tomto obdobi jesté pred odstavem
zralost hipokampu umoziuje neuronalni integraci vizudlni prostorové informace a objevuji se
pocatky prostorového uceni. (Carman, 2001) Zvifata nalézaji platformu viditelné¢ oznacenou
napf. praporkem. Pomoci vnéjsich orientacnich bodt, umisténych mimo hledany ostrivek, jsou

schopni orientace az po 20. dni po narozeni. (Carman, 2003)
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4.4 Behavioralni studie

Funkéni vyvoj CNS u potkani je studovan od P10 do P45 pies ontogenezi
psychomotorickych a senzorickych funkci, pomoci baterie behavioralnich testd. Byl popsan
ontogeneticky vyvoj 10 riznych funkci. Vysledky ukazuji, Ze novym podnétem vyvolané funkce
zraji postupné v dospélé vzory fungovani do 3.tydne po narozeni. Ukazalo se, ze reflexy a
automatické motorické funkce dozravaji do tfech tydnd, avSak volni (Umyslnd) motoricka
¢innost se zlepSuje az do P30. Jak jiz bylo popsano, lokomoc¢ni aktivita se vyviji nejvice mezi

pohybti a samostatna iniciace pohybu se objevuje po P20. (B4, Seri, 1995)

Behavioralni studie ptedstavuji jednu z moznosti, jak vySetfovat zmény v mozku po
poranéni mozku v rannych fazich vyvoje a po jeho expozici chemickym latkdm. Vychazeji vzdy
ze znalosti normalnich prvkd chovani a jeho vyvoje. Mohou zahrnovat vSechny zakladni
kategorie chovani od nejdodussich motorickych reflext az ke komplikovanym jevim, jakymi je
uceni, socidlni ¢i matefské chovani. Zabyvaji se studiem chovani zvitat ve smyslu registrace a
hodnoceni jednotlivych typt ¢i kategorii chovani, vysvétleni urcitého typu chovani zvitete, jeho
ovlivnéni a korelaci s projevy chovani u ¢loveka. Sleduji vrozené vzorce chovani, tedy instinkty,
reflexy a ziskané, tedy rtizné formy uceni od jednoduché habituace az ke komlexnéjSim
prostorovym ulohdm. Chovani zavisi na instinktech, motivaci, emo¢nim stavu jedince a na
schopnosti reagovat na zaklad¢ predchozi zkusenosti. V laboratornich podmikach jsou studovany
okruhy chovani zahrnujici senzorimotorické zpracovani, spontalni aktivitu, lokomoci, exploraci,
emocionalitu (zvlasté uzkost-anxiety), uceni a pamét a socidlni i matefské chovani. (Vales,

Kubik, 2010)
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4.5 Habituace

Habituace predstavuje nejjednodussi formu uceni a hraje dilezitou roli v celkové adaptaci
organismu okolnimu prostfedi. Typicka odpovéd, charakteristickd pro dospéla zvitata, se objevi
v pribéhu tietiho postnatalniho tydne. Jednu z hlavnich forem habituace u potkant predstavuje
snizeni exploracni aktivity (chovani) jako odpovédi na kontinudlni ¢i opakované vystaveni

zvifete novému prostiedi ¢i podnétu. V obdobi pied odstavem k habituaci nedochézi.

Aktivace spontdlniho chovani souvisi s biochemickymi substraty excita¢nich
(adrenergnich) center ulozenych v zadnim mozku a inhibi¢nich (cholinergnich) center v pfednim
mozku. Pokud nejsou mechanismy ucastnici se habituace jest€¢ zcela vyvinuty, nebo jsou
poskozené, ativita zvifete neklesd s ¢asem. Naopak zrani téchto mechanismii vede ke snizeni
urovné aktivity. (Shaywitz, Gordon, Klopper, Zelterman, Irvine, 1979) Kolem doby odstavu je
jiz vidét habituacni profil, ¢ili inicidlni intenzivni exploracni aktivitu s naslednym postupnym
poklesem v experimentalnim prostiedi. (Calamandrey, 2004) (Obrazek 10)

Chovani mlad’at v obdobi pred odstavem v habituacnich testech je ovlivnéno stresem
udrzovat télesnou teplotu, coz muze také zvySovat miru uzkosti. VEtSi mira stresu ovliviiuje

prabéh habituace. (Parsons, Fagan, Spear, 1973)

Paradigma habituace je atraktivnim modelem. Je jednim ze zakladnich paradigmat
pouzivanych pfi studiu ontogeneze uceni a pamétovych procesti béhem raného vyvoje (Cohen,

1976)
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Obrazek 10. Priklad trajektorie z ,,open field* testu

Leva polovina - trajektorie naivniho zvifete umisténého v prostoru ,,open field* poprvé v zivoté

Prava polovina - trajektorie habituovaného zvifete jiz sezndmeného s prostfedim
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5 CILE A HYPOTEZY

Cilem diplomové prace bylo studovat vliv SE na vyvoj kognitivnich schopnosti a
emocionalitu. K tomu byl pouzit fenomén habituace, definovany jako klesajici odpovéd na
opakované stimuly. Konkrétn¢ jsme studovali habituaci exploracniho chovéni v ,,open field*

testu.

Hypotéza: Status epilepticus, vyvolany v ¢asnych vyvojovych stadiich bez ptitomnosti dalSich

patologii, vede k dlouhodobému ovlivnéni kognitivnich funkci a k alteraci jejich vyvoje.
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6 METODIKA

Experiment byl provadén v ramci feSeni grantu P302/10/0971 (GACR). Provadéné pokusy

byly v souladu s platnou legislativou a byly schvaleny Odbornou komisi FgU AV CR.

6.1 Zvirata

K pokusu byli pouziti 12ti denni (12ty postnatalni den, P12) samci laboratorniho potkana
kmene Wistar z chovu Fyziologického ustavu AVCR. Potkani byli 5. den po narozeni rozdéleni
do skupin po 10 samcich s jednou matkou. Mlad’ata byla odstavena ve veku 28dni (P28).
V pribéhu pokusu byla zvifata ustajena v prostorach akreditovaného piiru¢niho zvéfince se
stalou teplotou 22 + 1°C a vlhkosti 55 + 5% s pravidelnym 12 hodinovym svételnym cyklem
(svétla perioda 6:00 - 18:00). Zvitatim byl zajistén trvaly pfistup k vod¢ a potravé, s vyjimkou

probihajiciho testu.

Testovani bylo provedeno se snizenou intenzitou svétla (35 - 451x) tak, aby byla podpofena
spontanni exploracni aktivita a snizila se Uzkost zvitete, nebot’ potkan je zivocich no¢ni. Byla
zajiSténa stala teplota 23°C a vyména vzduchu. K experimentu bylo pouzito celkem 30 potkand,
pochazejicich ze tifi vrhi. V kazdém vrhu byla zvifata rozdélena na kontrolni, (C=10) a

experimentalni skupinu, tj. zvitata, u kterych byl vyvolan epilepticky status (SE), (SE=20).
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6.2 Indukce status epilepticus

Experimentalni SE byl vyvolan s pouzitim lithium pilokarpinového modelu. (Kubova,
Mares, 2013). Jedenactidennim mlad’atim potkana (P11) byl intraperitonealn¢ podan roztok LiCl

ve fyziologickém roztoku (# L-0505, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO; 127mg/4ml/kg).

O 24 hodin pozd¢ji byla zvifata umisténa do izolovanych plastovych klicek a byl jim
podan intraperitonealné pilokarpin (# P-6503, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO;
40mg/5ml/kg). Po celou dobu sledovani a seperace od matky byla s pomoci Physiological-
Biological Temperature Controller (TMP-5b; Supertech; Hungary) ve sledovacich klickach

zajiSténa teplota 32 + 2°C, coz odpovida teploté v hnizd€. (Conklin, Heggeness, 1971)

Pro snizeni mortality v experimentalni skupiné byl 1,5 hodiny po zacatku kontinualni
epileptické aktivity podan paraldehyd (# 76260, Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland; 0,07
ml/4ml/kg i.p.). Kontrolni zvifata dostala misto pilokarpinu fyziologicky roztok v odpovidajicim
objemu. Ostatni postupy vcéetné podani farmak byly stejné pro experimentdlni i kontrolni

skupinu.
Tize SE byla hodnocena podle nasledujici stupnice: (Kubova, Mares, 2013)

0 — normalni chovani

1 — stereotypni chovani (drbani, myti), izolované myoklonické zaskuby
2 — pivotovani, plavaci pohyby, tfes hlavy

3 — klonické kiece se zachovalymi vzpfimovacimi reflexy

4 — opakované periody rychlého béhu

5 — generalizovany tonicko-klonicky zachvat se ztratou vzptimovacich reflexi
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Latence SE byla stanovena jako doba do manifestaci prvniho motorického zachvatu. Mortalita

byla evidovéana po celou dobu sledovani zvitat.

Asi 4 hodiny po aplikaci pilokarpinu byl mlad’atim podén subkutanné fyziologicky roztok

v objemu 0,5 ml jako prevence dehydratace a pak byla mlad’ata vracena k matce.

6.3 Testovani dasledkd casného SE na vyvoj

V ramci diplomové prace jsem se podilela na hodnoceni pouze casti rozsahlé studie,
zamétené na dlouhodobé dusledky ¢asného epileptického statu. Konkrétné se jednalo o ,,off-
line* analyzu chovani zvitat. Pro uplnost tedy uvadim, Ze po ukonceni behavioralniho testovani
byla zvirata dale sledovana pro vyskyt epileptickych zachvati s pomoci video/EEG monitoringu
a po ukonceni pokusi byly jejich mozky podrobeny morfologické analyze. Zvifata byla

sledovédna az do véku 5 mésict (Obrazek 11)

N\ N\ N N N

oSE «OF «OF «OF «OF EEG,
{habituace, histologie
pozornost)

Obrazek 11. Schéma pokusu P12 indukce SE LiCl - pilokapinem, P18, P25 a P32 opakované
provedent testu ,,open field ve ¢tyfech sezenich s intervalem 60 minut, P80 test ,,open field* se

zamétenim na habituaci a pozornost, 5. mésic EEG, morfologicka analyza
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Béhem prvniho tydne po SE byla zvifata kazdy den vadzena a jejich zdravotni stav byl
kontrolovan po celou dobu experimentu. Mortalita experimentalnich zvitat (skupina SE) byla

40%. K dalsimu testovani bylo tedy pouzito 10 kontrolnich a 12 experimentalnich zvirat.

Tticet minut pied zahajenim prvniho testovani byla zvifata pfemisténa ze zvéfince do

laboratofte, k aklimatizaci na experimentalni podminky.

6.4 ,,Open field” (OF)

Tento test se obecné pouziva k méfeni explorace (prozkoumavani), spontalni lokomoce,
ale 1 studiu emocionality a jednoduchych forem paméti u potkant. (Hall, 1934) Jsou pouzivany
rizné varianty tvaru arény, osvétleni, pfitomnosti prekdzak apod. Postup spociva ve vystaveni
zvifete nezndmému prostiedi, ze kterého je zabranéno uniku okolnimi sténami. (Walsh,
Commins, 1976) Zvite (potkan) po umisténi do tohoto pro néj nového prostiedi, jej zacne
spontalné a aktivné prozkoumavat (explorace). (Obrazek 12) To se projevi zvySenou lokomoci

(pfemistovanim) a orienta¢nim chovanim (Cichani a panackovani).

o, 5

Obrazek 12. Ukazka probihajiciho ,,open field“ testu
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Zvite je umistovano do stfedu 1 na okraj arény, dle typu testu a nahravano po dobu 2-
20minut (obvykle Sminut). Jsou sledovany rtzné veli€iny, horizontdlni a vertikdlni aktivita,
panackovani, péce o srst, preference obvodové ¢i centralni oblasti a dalsi.

Napf. zvySena Uzkost (anxieta) se mize projevit snizenim explorace a thigmotaxi;
preferenci stén. Opakovanym testem v témze prostiedi lze testovat habituaci (navyknuti), tedy
v tomto kontextu miize byt nazvan téz habitua¢nim testem.

Open field test predstavuje pro zvirata mirnou formu stresu. Zde jsou schopni habituovat
kolem doby odstavu, P25 - P28.

Test ,,open field* probihal opakovan¢ ve véku 18, 25 a 32 dni (tj. 6, 13 a 20 dni po SE).
Kazdy test byl tvofen 4 sezenimi (sezeni = umisténi zvifete do prostoru ,,open field), kazdé
trvajici Sminut s 60ti minutovym intervalem mezi jednotlivymi sezenimi. Testovaci aréna byla
tvofena boxem ¢tvercového plidorysu o rozmérech 45x45cm s neprisvitnymi sténami vysokymi
30 cm a s odkrytou horni ¢asti. (Obrazek 13)

Na zacatku testu byl potkan umistén do levého dolniho rohu arény a jeho chovani bylo
registrovano pomoci kamery (Panasonic Wv BP330), zavésené 1 metr nad stfedem sledovaného
prostoru. (Obrazek 14) Data byla ukladana pro pozdéjsi analyzu.

Aréna byla po testovani kazdého zvifete dikladné ocisténa vlhkym kusem latky a
vysusSena, aby se omezilo ovlivnéni chovani pachovymi stopami.

Chovani zvirat bylo analyzovano ,,off-line* pomoci programu EthoVision (Noldus

Information Technology).
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30 cm

45 cm 45 cm

Obrazek 13. Schéma testovaci arény

Obrazek 14. ,,Open field*“ se snimacim zafFizenim

Hodnocené parametry v jednotlivych sezenich:

- Lokomoce, vyjadiena jeko celkové vzdalenost v cm, kterou zvife uslo béhem sledované
doby (,,distance moved*)

- Cas straveny chiizi podél stén OF (,,thigmotactic duration®)

- Latence 1. vstupu do centrélni ¢asti OF (,,center latency*)

- Pocet vstupti do centralni ¢asti OF (,,center frequency*)

- Cas straveny v centralni ¢asti OF (,,center duration®)
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,»Open field” (45x45 cm)

Zo6na tigmotaxe (8cm)

Centralni ¢ast (29x29¢cm) s

Obr. 14 RozvrZeni jednotlivych zén v ,,open field* boxu

Rozvrzeni jednotlivych zén v testovacim boxu ,,open field* pro potieby pocitacového hodnoceni

programem EthoVision. Ve skutecnosti zony viditeln¢ nerozlisitelné

6.5 Statisticka analyza
Pro zpracovani vysledki byl pouzit program SigmaStat® (SPSS Inc., Chicago, IL).
Vsechna data jsou uvadéna jako primér (mean) a smérodatna odchylka (standard error).

K vyhodnoceni sledovanych parametri jsme pouzili neparamatrické testy s analyzou
rozptylu ANOVA (Sigma Stat, Jandel), ANOVA on Ranks ( Kruskal - Wallis test) pro porovnani
kontrolni a SE skupiny zvifat a RM ANOVA on Ranks ( Friedman test) u opakovanych méteni

ro porovnani 1. - 4. sezeni). Za hladinu statistické vyznamnosti jsme povazovali 5%.
prop vy ] p
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7 VYSLEDKY
Mortalita v prvnich 24h po SE byla 40%. V dalsich intervalech bylo pteziti 100%.

V kontrolni skupiné neuhynulo béhem celé doby sledovani zadné zvite.

7.1 Vliv SE na ruast zvirat

Béhem prvnich 24 hodin po SE byl vahovy ptiriastek SE zvitat signifikantné nizsi nez u

kontrolnich zvifat (-7.126% vs.+11.1£1.1%; p<0.001)

V dalsich dnech zvifata z obou skupin pfibyvala na vaze srovnatelnym zplisobem

(Obrazek 15)

P12

15

Weight gain (%)

D2 D3 D4 D5 D6

Obrazek 15. Vahové priristky osa x - dny (D) po SE, osa 'y - % ptirtustek béhem prvniho

- kontroly, SE - zvifata po SE

tygdne po SE, DO = den wvyvolani SE, C
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7.2 Celkova vzdalenost (,,distance moved*)

U P18 nejsou rozdily mezi kontrolni skupinou a SE zvifaty, ackoli s opakovanym
vystavenim zvifat k OF zejména v tfetim a Ctvrtém sezeni je vidét mirné rostouci tendence
lokomoce u SE zvifat. Dle statistické analyzy neni rozdil signifikantni. U posledniho sezeni je u

obou skupin vidét mirné tendence k snizeni lokomoce po arén& OF. (Obrazek 16 A)

U P25 je ve srovnani s kontrolni skupinou v prvnim sezeni patrna rostouci tendence
lokomoce u SE zvifat. V nasledujicich tfech sezenich doslo k poklesu lokomoce SE zvifat viici

kontrolni skuping. Statisticka analyza neprokazala signifikantni rozdil.

Statistickd analyza prokézala u obou skupin po opakovaném méfeni signifikantni pokles
lokomoce ve ¢tvrtém sezeni oproti prvnimu sezeni. U SE (P= 0,003) a u C (P= 0,01). (Obrazek

16 B)

U P32 se v prvnim sezeni neli$i Groven aktivity u SE zvifat a kontrolni skupiny, ve druhém
sezeni dochazi u SE zvifat k sniZzeni lokomoce a ve tfetim a ctvrtém sezeni byl statistickou

analyzou prokazan signifikantni pokles lokomoce SE zvitat oproti kontrolni skuping.

Ve tretim sezeni doSlo k signifikantnimu poklesu lokomoce u SE zvifat oproti kontrolni

skupiné (P=0,09) a ve ¢tvrtém sezeni (P= 0,03).

Po opakovaném vystavenim zvifat v OF doslo u obou skupin k signifikantnimu poklesu
lokomoce ve ¢tvrtém sezeni ve srovnani s prvnim sezenim u SE zvifat ( P= 0,002) a u kontrolni

skupiny (P= 0,006). (Obrazek 16 C)
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Obrazek 16. Test ,,open field* (,,distance moved*)

Hodnoceni celkové lokomoce, kterou zvite urazilo v cm (osa y). Test probihal ve ctyfech po

sobé jdoucich sezenich (osa x), ve tiech vékovych kategoriich (P18-A, P25-B, P32-C). Cerné

sloupce=kontrolni skupina (C), Sedé¢ sloupce=SE zvitata (SE).

* znadi statisticky vyznamné rozdily SE zvifat oproti kontrolni skuping

# znaci statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi sezenimi
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7.3 Cas straveny chiizi podél stén OF (,thigmotactic duration*)

Ani v jedné ztestovanych veékovych skupin nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi SE
zvitaty a kontrolni skupinou v jednotlivych sezenich, zvifata obou skupin tedy travila chizi

podél stén stejné ¢asu. (Obr. 17)

A P18
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£ 250 4 mmm control
5 —= SE
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© 150 {
=
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=
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=
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& 25p 4
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=
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E
2
= g
E
0
1st 2nd 3rd 4th  session

Obrazek 17. Test ,,open field* (,,thigmotactic duration®) Hodnoceni Casu stravené¢ho chiizi
podél stén OF v sekundach (osa y). Test probihal ve ¢tyfech po sobé jdoucich sezenich (osa x),
ve tiech vekovych kategoriich (P18-A, P25-B, P32-C). Cerné sloupce= kontrolni zvifata (C) a
Sedé sloupce=SE zvirata (SE)
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7.4 Doba prvniho vstupu do centralni casti OF (,,center latency*)

Ohledné prvniho vstupu do centralni ¢asti OF u P18 nejsou rozdily mezi SE zvifaty a

kontrolni skupinou. (Obrazek 18 A)

U P25 statistickd analyza neprokéazala signifikantni rozdily, pfesto u SE zvifat je patrna

tendence k prodlouzeni doby prvniho vstupu ve tfetim a ¢tvrtém sezeni. (Obrazek 18 B)

U P32 SE zvitat byla doba prvniho vstupu prodlouzena ve vSech ¢tyfech sezenich, i kdyz

statistickd analyza signifikanci neprokazala. (Obrazek 18 C)
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Obrazek 18. Test ,,open field*“ (,,center latency*)

Hodnoceni doby prvniho vstupu do centralni ¢asti OF v sekundach (osa y). Test probihal ve
¢tyfech po sob¢ jdoucich sezenich (osa x), ve tfech vékovych kategoriich (P18-A, P25-B, P32-
C). Cerné sloupce= kontrolni zvifata (C), $edé sloupce=SE zvitata (SE)

* znaci statisticky vyznamné rozdily SE zvifat oproti kontrolni skupiné

# znaci statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi sezenimi
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7.5 Pocet vstupti do centralni ¢asti OF (,,center frequency*)

U P18 SE byla frekvence vstupti do centra snizena ve vSech sezenich, ackoli signifikantné

byla prokazana pouze ve sezeni tfetim ( P=0,05). (Obrazek 19 A)

U P25 byla frekvence vstupi do centra areny nizS§i u SE zvifat ve vSech méfenich
s vyjimkou prvniho, pfi¢emz ve Ctvrtém sezeni byl tento pokles statisticky signifikantni (P=
0,02). Statistickd analyza prokézala s opakovanym meéfenim signifikantni rozdil ve ctvrtém

sezeni u SE zvifat ve srovnani s prvnim sezenim (P= 0,09). (Obrazek 19 B)

U P32 SE zvitat ve ¢tvrtém sezeni byly ziskany obdobné vysledky jako u P25.

Signifikantné se snizil pocet vstupti do centra (P= 0,04). (Obrazek 19 C)
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Obrazek 19. Test ,,open field* (,,center frequency*) Hodnoceni poctu vstupii do centralni ¢asti
OF (osa y). Test probihal ve c¢tyfech po sobé jdoucich sezenich (osa x), ve tiech v€kovych
kategoriich (P18-A, P25-B, P32-C). Cerné sloupce=kontrolni zvifata (C), $edé sloupce=SE
zvitata (SE)

* znaci statisticky vyznamné rozdily SE zvitat oproti kontrolni skupiné

# znaci statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi sezenimi
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7.6 Cas straveny v centralni asti OF (,,center duration®)

P18 SE zvifata travila méné casu v centrdlni casti OF. Ve tietim méfeni doslo
k signifikantnimu zkraceni doby pobytu v centru u SE zvifat ve srovnani s kontrolni skupinou

(P=0,03). (Obrazek 20 A)

U P25 doslo ve tietim a ¢tvrém sezeni k poklesu doby stravené v centru, avSak statisticky

signifikantné pouze v sezeni ¢tvrtém. (P= 0,009). (Obrazek 20 B)

U P32 SE zvitat ve druhém az ctvrtém sezeni doslo k poklesu doby stravené v centru, i

kdyz na statisticky nevyznamné urovni. (Obrazek 20 C)
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Obrazek 20. Test ,,open field* (,,center duration*)

Hodnoceni ¢asu straveném v centralni ¢asti OF v sekundéch (osa y). Test probihal ve ¢tyfech po
sobé jdoucich sezenich (osa x), ve tiech vékovych kategoriich (P18-A, P25-B, P32-C). Cerné
sloupce=kontrolni zvifata (C), Sedé sloupce=SE zvitata (SE)

* znadi statisticky vyznamné rozdily SE zvifat oproti kontrolni skuping

# znaci statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi sezenimi
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8 DISKUSE

Vzhledem k tomu, ze nemohou existovat experimentalni prace zaméfené na studium nejen
motorického, ale i kognitivniho vyvoje ditéte, které prodélalo v casném postnatdlnim obdobi
epilepticky status ¢i jiny epileptogenni impuls, polozili jsme si hypotetickou otdzku. Vede
prodélani izolovaného epileptického statu v casnych vyvojovych stadiich potkana
k dlouhodobému ovlivnéni kognitivnich funkci a k alteraci vyvoje kognitivnich schopnosti? Lze

vysledky aplikovat do humanni mediciny?

Tato prace je soucasti rozsahlé studie, zaméfené na dusledky casného poskozeni
vyvijejiciho se mozku zvifeciho modelu po chemicky navozeném epileptickém statu. Studie se
zabyvala vlivem SE na vyvoj nékterych behaviordlnich parametri v korelaci se vznikem

epilepsie a morfologickymi zménami.

Studie byla zaméfena predevsim na zmény kognitivnich schopnosti, jako je pamét’, uceni,
dale zmény chovani, rozvoj anxiety, ale i na aktivity motorické. Tato diplomovéa prace srovnava
chovani P18 - P32 zvitat v ,,open field* testu a zaméfuje se predevsim na vyvoj habituace jako

formy jednoduchého uceni.

Vysledky mé prace dokumentuji kratkodobé zmény chovani testovanych SE zvirat oproti

kontrolni skuping.

Pro ptenos vysledkli animalnich experimentd do humannich studii je nezbytné védét, jak
koreluje vyvoj hlodavei s vyvojovymi stadii u ¢lovéka. Srovnani vyvoje rozdilnych zivo¢isnych
druhii je velmi obtizné, protoze vyvoj hlodavcl neni s vyvojem ¢loveka zcela paralelni. Existuji
vSak nékteré obecné parametry, které jsou pro tyto ucely vyuzivany; pro potfeby neurovéd je

sledovan zejména vyvoj nervového systému a jeho funkci.
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Dobbing (1970) se ve svych pracich soustfedil zejména na srovnani biochemickych
parametrii a obdobi “ptekotného rustu; growth spurt”, které¢ se u ¢lovéka objevuje v pribéhu
n¢kolika poslednich tydni gestace, avSak u potkana zhruba az ve v€éku 10-12 dni postnataln¢.
Dalsim dulezitym parametrem je vyvoj elektrické aktivity mozku. Nepravidelna
elektroencefalograficka aktivita (EEG) se u potkana objevuje ve véku 5-6 dni (Ellingson, Rose,
1970; Mares, Zouhar, Brozek, 1979) a az do P10 je preruSovana periodami elektrického ticha
(tzv. tracé alternant) popisovaného sice u nedonosenych déti, avsak nikdy u plné¢ maturovanych
humannich novorozenct (Ellingson, 1964). Sexuélni maturace probiha u samcii i samic potkana
mezi P35 - P45 (Piacsek, Statham, Goodspeed, 1978). Tato data umoziuji odvodit, ze z hlediska
vyvoje mozku potkant je obdobi mezi 12. - 32. dnem jejich zivota ekvivalentem obdobi Casné

postnatalniho az zac¢atku puberty ¢lovéka.

Pro potieby této studie byla tedy pouzita mlad’ata potkana ve vyvojovém stadiu
srovnatelném s ¢asnym postnatalnim obdobim ¢lovéka, cemuz u laboratorniho potkana odpovida

obdobi mezi P10 - P12, a byla testovana az do P32, tedy zhruba obdobi zahajeni puberty.

P12 je u potkana vyvojovy meznik, o kterém na zéklad¢ predchozich studii vime, ze jeste
neni ukonéen vyvoj klicovych struktur temporalniho laloku (hipokampus a amygdala), zdsadnich
pro pamét, uceni, chovani a emoce. Toto obdobi je proto vhodné k vyvolani experimentalniho

insultu (SE).

Zakladem prace bylo vyuziti jiz vytvoieného standardniho Li/pilo modelu, pouzivaného
v experimentalni epileptologii pro vSechny veékové skupiny zvitat. (Cavalheiro, Naffah-
Mazzacoratti, Mello, Leite, 2006) Li/pilo model je typickym obrazem epilepsie temporalni, tedy
epilepsie vychazejici ze struktur temporalniho laloku (Brazdil, Marusi¢ a kol., 2006). Status
epilepticus je u studovanych zvitat vyvolavan chemicky, podanim nizkych davek pilokarpinu

zvifatim premedikovanym chloridem lithia (LiCl).
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U dospélych jedincl jsou disledky SE vtomto modelu velmi devastujici, dochazi
k rozsadhlému strukturdlnimu poskozeni mozku i jeho funkci. S pomérné kratkym odstupem od
SE se objevuji Casté epileptické zachvaty. (Cavalheiro et al., 2006) Rozsah funk¢niho i
morfologického po vyvolani SE poskozeni klesa s klesajicim vékem (ptehledné Kubova, 2011).
Radu let byl nezraly mozek (u mlad’at potkana prvni 3 tydny véku) pokladan za resistentni ke
vzniku poskozeni vyvolanému intenzivni epileptickou aktivitou (tedy i epileptickym statem).
Teprve s pouzitim novych technologii vSak byly zmény chovani, mozkova atrofie a vznik
epilepsie potvrzen jiz u zvifat vystavenych pisobeni SE ve véku P12 (Nairismégi a kol., 2006;

Kubova, Mares, 2013).

Jednim znasledk u Li/pilo modelu, tedy provokované temporalni epilepsie,
pozorovanym u laboratornich zvifat, je porucha kognitivnich funkci u postizeného jedince.
(Kubova et al., 2004; Kubova, Mares, 2013) Diive publikované studie dokumentuji mirnou
poruchu schopnosti uc¢eni u dospélych potkanti, vystavenych SE na P12 (ptfehledn¢ Kubova,
2011). S pomoci Morrisova vodniho bludisté, nejcastéji pouzivaného testu pro hodnoceni
prostorové paméti u laboratornich hlodavci, bylo prokazano, ze postizeni jedinci se uci stejné,
jako jejich zdravi sourozenci. Nikdy vSak v tomto testu nedosahuji stejné vykonnosti (Kubova,
Mares, 2013). Dosud vsak nebyly dostupné udaje o ovlivnéni vyvoje kognitivnich funkei u

mlad’at postizenych SE na ¢asnych stadiich vyvoje.

V nasi studii byla vybrana habituace, jako nejjednodussi druh uceni, které je nutné k tomu,

abychom ignorovali podnét, ktery se nam stal zndmym a ktery nema vazné nasledky.
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Habituace je definovana jako pfirozené snizovani odpovédi, vyvolané opakovanym
vystavenim konstantnimu stimulu, ktery neptedstavuje piimé ohrozeni zvifete a neni spojena s
zadnymi biologicky relevantnimi podnéty at’ positivnimi (jidlo jako odména) ¢i negativnimi
(slaby elektrosok). V bézném zivoté predstavuje velmi vyznamny proces, podilejici se na

adaptaci organismu na okolni prosttedi a jeho zmény.

U hlodavcl predstavuje nejbeznéjsi formu habituace postupné snizovani exploratacni
aktivity zvifete pii pokracujicim ¢i opakovaném pobytu v ptivodné novém, neznamém prostiedi.
V piipad¢ umisténi zvifete do tohoto prostfedi jednorazové ¢i opakované s del$imi intervaly
mezi jednotlivymi expozicemi pozorujeme u zdravého jedince pokles lokomoc¢ni a exploratacni
aktivity s ¢asem stravenym v boxu. V pfipad¢ opakovaného umisténi jedince do tohoto prostiedi
v kratSich intervalech (obvykle 60 min) pozorujeme pokles aktivity mezi jednotlivymi sezenimi
(expozicemi) (Lister, 1990). V nasi studii jsme pouzili pro hodnoceni habituace (,,navyknuti),
ktera ptredstavuje jednoduchou formu neasociativniho uceni (Cohen, 1976), modifikaci ,,open
field* testu, kdy je pokusné zvife opakované¢ umisténo na dobu 5 minut do prostiedi, které je pro
n¢j zpocatku neznamé, tvorené plastovym boxem. Obecné se ,,open field test pouziva k métfeni
explorace (prozkoumavani), spontalni lokomoce, ale mtize byt pouzit i ke studiu emocionality u

potkant. (Hall, 1934).

Studie zaméfené na vyvoj habituace prokazaly, Ze schopnost habituovat dozrava mezi 2. - 3.
tydnem véku potkana a ze izce souvisi s dozravanim hipokampalnich struktur. (Douglas et al.,

1973)

V souladu s témito daty ani naSe studie neprokazala habituaci u 18ti dennich zvitat, ale od
P25 byla habituace, vyjadiend jako sniZzeni lokomo¢ni aktivity mezi 1. a 4. sezenim, piitomna jak

u zvitat po SE, tak u jejich kontrolnich sourozencu.
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Prokazali jsme tedy, ze SE neovliviiuje habituaci pii opakovaném vystaveni novému

prostiedi a ze tedy v kratkych intervalech po ¢asném SE nedochazi k poskozeni této formy uceni.

Predchazejici prace (Kubova, Mares 2013) ovSem ukézala, ze ¢asny SE vede k retardaci
vyvoje habituace v prub¢hu trvani jednordzového pobytu pokusného zvifete v prostoru ,,open

field“. Zatimco u kontrolni skupiny se lokomo¢ni aktivita snizovala s Casem pobytu v pribé¢hu

5-ti minutové expozice jiz 18ty den veku, u zvitat s SE na P12 v anamnéze se toto zkracovani
objevilo az 25. den Zivota. Tento rozdil byl ovSem interpretovan spise jako zhorSeni adaptability

nez jako porucha uéeni. (Kubova, Mares, 2013)

V souladu s vysledky piredeslych studii vykazovala zvifata s Casnym SE v nasem testu
vyrazné prvky tzkostného chovani. Byl omezen pocet navstév centralni, tedy ,,nebezpecné* zony
boxu, pricemz, pokud ke vstupu doslo, byl vyrazné krat$i ve srovnani s kontrolni skupinou.
Rovnéz latence prvniho vstupu do této oblasti byla delsi. S pouzitim vyvyseného kiizového
bludisté, testu, ktery je standardné vyuzivan pro vyhledavani anxiolytik, bylo diive zjisténo, ze
dospéla zvirata (stafi 3 mésice) po SE na P12 projevuji vyssi miru tizkosti v tomto testu (Kubova
a kol, 2004). Predlozena studie je vSak prvni, ktera prokazuje zvySeni anxiety jiz u mlad’at a
predevsim v kratkych intervalech po ¢asném SE. Je zndmo, Ze anxieta se projevuje v humanni
mediciné u pacientli s temporalni epilepsii vyznamné cCastéji nez u ostatni populace, vétSina
studii je ovSem provadéna na dospélych jedincich a pediatrickd data jsou velmi omezena.

(Loutfi, Carvalho, Lamounier, Nascimento, 2011)

Odpovidaji nami pozorované zmény vysledkiim predeslych studii, zaméfenych na vznik
epilepsie a morfologického poskozeni? S pouzitim specifickych markerti, oznacujicich
irreversibilné poskozené neurony (FluoroJade B) bylo prokdzano, ze SE vede u P12 potkanii
k akutni neurodegeneraci v temporalnich 1 extratemporalnich strukturach (Druga, Mares,

Kubova, 2010; Kubova a kol., 2001). Tato akutni ztrata neuroni je nasledovana postupnou
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atrofii temporalnich struktur. Signifikantni snizeni objemu hipokampu bylo prokazano asi 7
meésict po SE, avsak tendence k poklesu objemu se objevuje diive (Nairismigi a kol, 2006;
Kubova, Mares, 2013). Prokéazali jsme tedy, ze SE neovlivituje habituaci pfi opakovaném
vystaveni novému prostfedi a Ze tedy v kratkych intervalech po casném SE nedochazi

k poSkozeni této formy uceni.

U P18 SE zvifat byla ve vSech Ctyfech sezenich vy$$i mira lokomoce, coz muze
naznacovat hyperaktivitu. Skupina P25 a P32 naopak snizila miru lokomoce, statisticky
signifikantn¢ pouze ve tretim a ¢tvrtém sezeni u P32. Zmény lokomoce (zmény chovéni obecng)
mohou souviset s pretrvavajici epileptickou aktivitou a napiiklad snizeni lokomoce a vertikalni
aktivity je spojovano s post-iktalnim Gtlumem. (Prut, Belzung, 2003). Studie probihajici
v soucasné dobé¢ ukazuje, ze epileptické zachvaty se objevuji u ¢asti zvirat jesté 6 dni po SE. Pak
epilepticka aktivita asi na tyden mizi a 24 dni po SE jsou zachvaty opét registrovany u vsech
zvitat po SE (Kubova, osobni sdé¢leni). Epileptické zachvaty se tedy mohou podilet na zménach

motorické aktivity, ale souvislost musi byt jesté potvrzena.

Zachovani normdlnich motorickych schopnosti testovanych zvifat je nezbytnym
predpokladem jejich uspésnosti. I kdyz se v souvislosti se vznikem epilepsie v détském véku
¢asto objevuji poruchy psychomotorického vyvoje, zmény motorickych schopnosti ¢i poruchy
motorického vyvoje jsou u mlad’at, kterda prodélala SE v ¢asnych stadiich postnatalniho vyvoje
naprosto vyjime¢na. Vysledky predchazejicich studii naznacuji urcité zpomaleni motorického
vyvoje tésné po SE a rovnéz urCité zmény chovani v nékterych senzomotorickych testech
(Kubova, Haugvicova, Suchomelova, Mares, 2000; Kubova, Mares, 2013). Zda se, ze tyto
zmény souviseji spiSe se ztratou motivace, zvySenou anxietou ¢i probihajicimi epileptickymi

zachvaty nez s poruchou motoriky.
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Behavioralni vysledky prezentované v této praci piedstavuji pouze cast rozsahlé studie.
Zvitata byla podrobena ,,open field“ testu jesté¢ v delSich intervalech, poté byla podrobena
kontinudlnimu video/EEG monitoringu pro detekci spontannich epileptickych zachvati a
nakonec probéhla morfologickd analyza jejich mozkové tkané. Data ztéto studie jsou jesté
zpracovavana, vysledky vSak predbézné dokazuji tendenci ke snizeni objemu hipokampu a
vyskyt epilepsie u asi 50% jedinct s SE na P12. Ptipadné spojeni mezi Casnymi zmenami

chovani a dal§im pribéhem onemocnéni budou dale studovany.
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9 ZAVER

Nase studie ukazuje, Zze konvulsivni status epilepticus vede v nezralém mozku k alteraci
chovani, i kdyZz neni provazen ptitomnosti dalSich patologii, naptiklad horeckou, neuroinfeket,
nebo jinym infekénim onemocnénim, krvacenim do mozku a podobn¢; postizeni je pomérné
mirné. Tato studie neprokazala, v souladu s diive publikovanymi pracemi, vznik motorického
poskozeni ani vyznamné zmény ve vyvoji kognitivnich schopnosti. Nase vysledky ovSem jasné
prokazuji zvySenou anxietu ve vyvojovém obdobi srovnatelném s predskolnim vékem a obdobim
zakladni Skolni dochazky u ¢lovéka. Tato zména chovéni spolu s dalS§imi funkénimi zménami,
prokazanymi v piedchazejicich pracech, naznacuji, Ze i bez dramatického poskozeni mozku
muze Casny epilepticky status vyznamné ovlivnit vyvoj jedince. I kdyz pienos dat z experimentu,
provadénych na zvifatech, do humanni praxe je velmi komplikovany, nase i ptedchozi vysledky
naznacuji, ze 1 malé zmény chovani spolu srozvojem mirné formy epilepsie béhem téchto
kritickych fazi vyvoje mohou vyznamné ovlivnit dalsi zaclenéni jedince a jeho schopnosti a

dovednosti v prubéhu dalsiho Zivota.
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