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Souhrn

Hypoxie a ischemie CNS jsou ¢asto doprovazeny epileptickymi zachvaty. Epileptické
zachvaty a epilepsie naopak akutné i chronicky ovliviiuji pratok krve mozkem (CBF). Fokalni
ischemie CNS a fokalni epileptické zachvaty ovlivituji CBF, metabolismus a excitabilitu nejen v
miste loziska, ale 1 ve vzdalenych, funkéné propojenych oblastech CNS (diaschiza). Negativni
dasledky hypoxie (ischemie) a epileptickych zachvatl jsou obvykle vysvétlovany bunécnou ztratou.
Tato prace mj. dokumentuje, Ze téZ mén¢ zavazné inzulty mohou, i pies nepfitomnost zavaznych
strukturalnich zmén, vést k vyznamnym a dlouhotrvajicim disledkiim. K hodnoceni téchto
disledkid a mozZnosti jejich ovlivnéni jsme vyuZili akutni modely hypoxie CNS, fokalni ischemie
CNS a epileptickych zachvatti. Experimentalni ¢ast prace je rozdélena do nékolika ¢asti. Prvni ¢ast
se dotyka excitability po epileptickém zachvatu. V modelu kortikélniho nasledného vyboje (SSAD)
jsme zjistili, ze pomoci kratkych salv Etyt pulzl o frekvenci 8 Hz 1ze prolomit postiktalni inhibici
tésné po generalizovaném tonicko-klonickém zachvatu (GTCS). V modelu flurothylovych kieci
jsme dokumentovali, Ze expozice GTCS vede ke snizeni prahu pro dalsi zachvat vyvolany o 3 dny
pozd¢ji. Druha ¢ast prace se zabyva ovlivnénim prostorového uc¢eni v Morrisoveé vodnim bludisti
(MWM) po izolovaném flurothylovém zachvatu. Ukazali jsme, ze i1 jediny GTCS vede ke zhorSeni
procesu uceni jesté 7. den po tomto zadchvatu. Naruseni procesu u¢eni v MWM neni zplisobeno
bunécnou ztratou ani rekurentnimi zachvaty. Tato prace doklada, ze pfi¢inou neni ani pietrvavajici
porucha hematoencefalické bariéry (HEB). Negativnim behavioralnim disledkiim zachvatu Ize
piedejit vystavenim zvifat hypobarické hypoxii tfi dny pred zdchvatem ¢i podanim melatoninu
jednu hodinu pted zadchvatem. Protektivni efekt melatoninu a hypoxického preconditioningu jsme
dale testovali v modelu fotochemicky vyvolané fokalni ischemie CNS (fototrombodzy). Ve
nasledujici sérii experimentl jsme pomoci fototrombdzy zkoumali lokalni a vzdalené
elektrofyziologické zmény v hyperakutni fazi fokalni ischemie. Zjistili jsme, ze v prvni hodiné
ischemie dochazi ke zméndm amplitud a latenci somatosenzorickych evokovanych potenciala n.
ischiadicus nejen v mist€ 1éze (primarni projekce), ale i1 kontralateralné (v zrcadlové oblasti kiry).
Zde vSak maji zmény pouze tranzitorni charakter. Jiz v tomto velmi ¢asném obdobi jsme pozorovali
spontanni elektrografické zachvaty, mj. s nezavislym zacatkem z kontralateralni zrcadlové kary.
Posledni ¢ast prace ukazuje, ze vzdalené disledky fokalni ischemie mohou zahrnovat i vzdalenou

zménu propustnosti HEB, pfestoze vysledky jsou zna¢né€ ovlivnény druhem anestezie.



Summary

Both hypoxia and ischemia of the central nervous system (CNS) are frequently accompanied
by epileptic seizures. On the other hand, epileptic seizures and epilepsy lead both to acute and
chronic changes in cerebral blood flow (CBF). Both focal ischemic lesions and focal epileptic
seizures influence CBF, metabolism and excitability not only locally, but also in remote functionally
connected areas (diaschisis). Functional deficits observed as a result of hypoxia (ischemia) or
epileptic seizures are usually attributed to cell loss. One of the aims of this doctoral thesis is to show
that even less severe insults (which do not cause marked cell loss) may lead to lasting functional
changes. To study these functional changes and possible ways to modulate them, we utilized acute
animal models of CNS hypoxia, focal ischemia and epileptic seizures. Experimental section of this
thesis is divided into several parts. First part examines excitability following generalized tonic-
clonic seizures (GTCS). In the model of cortical self-sustained afterdischarge (SSAD), we found
that trains of four weak pulses (frequency 8 Hz) break postictal inhibition which occurs
immediately after the GTCS. Next, we showed that exposition to a GTCS induced by flurothyl
inhalation leads to lowering of threshold for another seizure induced three days later. Second part of
the experimental section deals with impairment of spatial learning in the Morris water maze
(MWM) following isolated flurothyl seizure. We demonstrated that even a single GTCS leads to
spatial learning impairment which persists up to 7 days after this seizure. Learning disturbance is
not caused by cell loss, recurrent seizures, or (as we showed) by lasting BBB disruption.
Furthermore, we demostrated that these behavioral consequences of isolated seizures can be
prevented by hypoxic preconditioning or pretreatment with melatonin. In the next part, the
protective effects of melatonin and hypoxic preconditioning were tested in the model of
photochemically induced focal cerebral ischemia (photothrombosis). In the following part, the
model of cortical photothrombosis was used to study local and remote electrophysiological changes
during hyperacute stage of focal cerebral ischemia. During the first hour post ischemia, we
observed changes in amplitudes and latencies of sciatic somatosensory evoked potentials (SEP) not
only in the primary projection area, but also in the contralateral hemisphere. However, alteration of
SEP in the “mirror” cortical region was only transitory. We also observed spontaneous
electrographic seizures originating not only from the lesion, but also from the contralateral region.
The final part the experimental section of my thesis shows that remote effects of focal ischemia
may include remote changes of BBB permeability, although this finding is markedly influenced by

the choice of anesthesia.



1. Uvod

Patofyziologie hypoxicko-ischemického postizeni CNS a epileptickych zachvatli ma fadu
spoleénych ryst. Zakladni mechanismy, at’ uz poskozujici (excitotoxicita, volné radikaly, zanét,
zmény propustnosti hematoencefalické bariéry (HEB), nekroticka a zejména apoptoticka bunécna
smrt), anebo reparacni (napt. gliéza, neuroplasticita, neurogeneze, vaskularni proliferace), se
vyskytuji u obou typt poskozeni, pfestoze mohou byt vyjadieny v odliSné miie a mohou probihat
v rozdilném Case. Hypoxie, ale té¢Z globalni a fokalni ischemie CNS, jsou jak u lidi, tak 1 v
experimentalnich modelech za urc¢itych podminek doprovazeny epileptickymi zachvaty a zvySenim
excitability mozku. Epileptické zachvaty naopak akutné i chronicky ovliviiuji pritok krve mozkem
(CBF) a toto ovlivnéni mtize byt klinicky vyznamné (napt. zmény CBF béhem status epilepticus,
postparoxysmalni Toddova hemiparéza atd.).

Fokalni ischemie CNS m4 ¢asto disledky ve vzdalenych, ale funkéné propojenych oblastech
(diaschiza). Dochézi ke vzdalenému ovlivnéni nejen CBF a metabolismu, ale téZ excitability
(Andrews R.J., 1991; Buchkremer-Ratzmann 1. et al., 1996). Také v ramci fokalni epilepsie ¢asto
dochazi k ovlivnéni metabolismu a perfuze vzdalenych oblasti (Stubgen J.P., 1995). Sekundarni
zvyseni excitability v oblastech vzdalenych primarnimu epileptogennimu lozisku je téz dobte
znama (napf. tzv. mirror focus (Morrell F. a de Toledo-Morrell L., 1999; Tsuru N., 1981; Wilder
B.J. a Morrell F., 1967)).

Spole¢né fenomény najdeme 1 pfi studiu disledkii opakované expozice epileptickym
zachvatiim ¢1 hypoxii/ischemii. Pfi opakovani inzulti se miiZze odolnost viici nasledujici expozici
snizovat, nebo naopak zvysovat (navozeni tolerance). Fenomén kindlingu, tj. postupného
roznécovani epileptické odpovédi (a jeji generalizace) pii opakované indukci fokalnich zachvati je
velmi dobfe znam (Racine R.J., 1972). Kindling je mozné navodit jak akutni, tak chronickou
expozici zachvatim (stimulaci). Opac¢na situace, tedy epilepticka tolerance (zvyseni odolnosti k
opakovanym epileptickym zachvatiim), byla dokumentovana napt. v modelu bikukulinovych kieci
(Sasahira M. et al., 1995) ¢i pfi intrahipokampalni aplikaci kainatu (Lere C. et al., 2002).
Ischemicka €1 hypoxicka tolerance (=ischemicky ¢1 hypoxicky preconditioning), tedy zvySeni
odolnosti vii¢i opakované hypoxii (ischemii) pomoci pfedchozi expozice hypoxii (ischemii)
studovan zejména v srdci, ale cca od 90. let minulého stoleti téz v CNS (Kitagawa K. et al., 1990).
Epileptickou a ischemickou toleranci lze vyvolat také zkiizen¢. Bylo pozorovano napt. zmirnéni
nasledkt fokalni ischemie diky pfedchozi expozici epileptickym zachvatim (Plamondon H. et al.,
1999) nebo priznivé ovlivnéni disledkl experimentalniho SE pomoci hypoxického
preconditioningu (Emerson M.R. et al., 1999).

Studium téchto spolecnych mechanismii hypoxie/ischemie a epileptickych zachvati ma
nepochybny klinicky vyznam. Muize ptispét mj. k pochopeni patofyziologie sekundarnich epilepsii

pii cévnich onemocnéni mozku (CMP), posthypoxickych epilepsii (u déti ¢i pacientl po srdecni



zastave), postparoxysmalnich neurologickych deficith a disledkit SE. Kromé toho vSak vede
k hlubsimu pochopeni obecnych principil reakce nervové tkané€ na rizné poSkozujici déje a tak
umoznuje hledat nové terapeutické strategie.

Ve své praci pomoci akutnich experimentalnich modeli zkoumam nékteré funkeni disledky
ischemie CNS a epileptickych zachvatl a zabyvam se moznostmi jejich ovlivnéni. Konkrétné se
jedna o lokalni a vzdalené zmény elektrotyziologickych vlastnosti a excitability v disledku fokalni
ischemie, lokalni a vzdalené zmény propustnosti HEB v dasledku fokalni ischemie, ovlivnéni
excitability v diisledku epileptickych zachvath (postiktalni inhibice, prah pro opakované zachvaty),
zmény propustnosti HEB v dasledku izolovanych epileptickych zachvatt a konec¢né ovlivnéni
disledkt epileptickych zachvatt a fokalni ischemie pomoci preconditioningu. Spolecnym
jmenovatelem této prace je téz teze, ze 1 podnéty a inzulty o relativné malé intenzit€¢ mohou 1 pies
nepfitomnost zavaznych strukturalnich disledki (bunééné smrt) vést k vyznamnym a mnohdy 1
dlouhotrvajicim disledkim.

V teoretické Casti dizertacni prace jsou shrnuty hlavni poznatky tykajici se vzdalenych
disledkt fokalnich 1€zi a hypoxicko/ischemického preconditioningu. Soucasné je podan piehled
akutnich modell hypoxie, globalni a fokalni ischemie a generalizovanych epileptickych zachvati,

nebot’ nékteré z téchto modeld vyuzivam v experimentalni Casti prace.

2. Hypotézy

1. Vhodnymi parametry stimulace 1ze prolomit postiktalni inhibici po generalizovaném tonicko-
klonickém epileptickém zachvatu.

2. Pfedchozi expozice generalizovanému tonicko-klonickému zachvatu ovliviiuje prah pro zachvat
nasledujici.

3. Izolovany epilepticky zachvat ma pietrvavajici behaviordlni dasledky, jejichZ pfi¢inou je porucha
hematoencefalické bariéry.

4. Pritomnost a charakter behavioralnich dasledkt izolovanych epileptickych zachvatt 1ze ovlivnit
preconditioningem (hypoxii, zdchvaty) ¢i podanim latek ovliviiujicich redoxni homeostazu
(melatonin).

5. Preconditioningem (hypoxii) ¢1 podanim latek ovliviiujiicich redoxni homeostazu (melatonin) lze
ovlivnit téZ rozsah fokalni ischemie.

6. V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke vzdalenym elektrofyziologickym zménam.

7. V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochézi ke vzdalenym zméndm excitability.

8. Vzdalené dusledky fokalni ischemie zahrnuji téZ vzdalenou zménu propustnosti

hematoencefalické bariéry.



3. Metodika

Veskeré experimenty byly provadény v souladu s doporucenimi Ministerstva zdravotnictvi
CR a schvaleny Etickou komisi 3. LF UK. Laboratorni zvifata byla vzdy aklimatizovana nejméné
tii dny pied experimentem v podminkach dvanactihodinového cyklu svétlo/tma s volnym piistupem
k vod¢ a potravé.
Experimentalni zvirata a skupiny: Ve vSech experimentech byli pouziti dosp€li samci potkana
kmene Wistar (ANLAB, CR). Skupiny zvifat jsou popsany u kazdého experimentu zvIast.
Operativa: Je popsana zvlast’ u experimentd, kde byly pouzity chirurgické techniky.
Elektrofyziologické metody: Biosignal byl zaznamenavan pomoci diferen¢niho zesilova¢e CED
1401 (Cambridge Electronic Design Limited, UK). Elektrokortikogramy, evokované potencialy a
interhemisférické odpovédi byly zaznamendvany pomoci firemniho software Signal for Windows
1.80 utility (Cambridge Electronic Design Limited, UK). Stimulace byly konfigurovany a
spoustény pomoci stejné¢ho firemniho software. Konkrétni protokoly elektrofyziologickych méfeni
jsou blize popsany u jednotlivych experimentt.
Flurothylové zachvaty: Zvitata byla umisténa do vzduchotésné komory (V=14 1) se zevnim
piivodem vzduchu. Na filtra¢ni papir umistény ve stropu komory byl infuzni pumpou konstantni
rychlosti 30 ul/min aplikovan flurothyl (di-(2,2,2,-trifluoroethyl) ether). Aplikace pokracovala do té
doby, nez byl pozorovan tonicko-klonicky zachvat s paAdem (GTCS). Latence ke GTCS byla
zaznamenana. Thned po zéchvatu byla smés flurothylu se vzduchem z komory odsata a nahrazena
vzduchem.
Hypobaricka hypoxie: Zvirata byla v hypobarické komote vystavena na jednu hodinu simulované
vysce 9000 m n.m. (barometricky tlak 210 mmHg; pO2 = 44 mmHg; teplota =24 + 1 °C). Vystup a
sestup trval 10 minut (pro experiment 4.2.) ¢i 15 minut (pro experiment 4.3.). Tato doba byla
zavzata v celkovém case 1h. Parcidlni tlak CO; byl udrzovan na normalnich hodnotéach.
Fototromboza: Po uvedeni zvitete do hluboké anestezie byla incidovana ktize na hlavé ve stfedni
¢are a exponovana kalva. Anestezie se v jednotlivych experimentech liSila (viz 4.3., 4.4.,4.5.).
Bezprosttedné pred zahdjenim sviceni laserem byla zvifatim cestou ocasni Zily pomalu aplikovana
Bengalska cervenn (RB: 4,5,6,7-tetrachloro-2'4',5',7'-tetraiodofluorescein; 20 mg/kg/2ml v 0,9%
NaCl). Po aplikaci RB byla zvitata ptfemisténa do stereotaktického ramu. Pfedem sterotakticky
definovand oblast byla nasledné ozatovana zelenym svétlem diodového laseru (LAGRS50: vinova
délka 532 nm, hustota vykonu 50 mW/mm2, ozaieny povrch <1 mm2, pracovni tepolota 20-30 °C,
odhadovana hloubka priiniku 333 um). Délka ozatovani, cilové stereotaktické koordinaty a
konkrétni zplisob provedeni (transkalvarni sviceni, ¢i sviceni pfimo na kortex po piedchozi
kraniektomii) se v jednotlivych experimentech lisily (viz 4.3., 4.4., 4.5.).
Prostorové uceni v Morrisové vodnim bludisti (MWM).: Nehodnotili jsme vybaveni jiz nau¢eného,
ale proces uceni u naivnich zvitat. PouZili jsme klasicky test, pfi némz ma zviie za kol nalézt

ostriivek ukryty pod hladinou. Zvifata byla testovana béhem sedmi po sob& jdoucich dnli. Kazdy



den bylo dané zvire testovano osmkrat. Potkan byl umistén hlavou smérem ke sténé€ bazénku, a to
na jedné ze Ctyt startovacich pozic (SZ, SV, JZ, JV kvadrant). Po umisténi do bazénku plaval tak
dlouho, dokud nenasel skryty ostriivek (Cas byl zaznamenan) anebo dokud neuplynulo 60 s. V
takovém piipadé byl zaznamenan ¢as 60 vtefin a zvife bylo z bazénku vyjmuto. VSechny ¢tyti
startovaci pozice byly jedenkrat zopakovany. Z osmi zkousek byl spocitan primérny ¢as pro dané
zvite, a ndsledné primérny Cas pro danou skupinu a dany den.

Morfologie: Metody vyuzité k morfologickému zhodnoceni jsou podrobnéji popsany u jednotlivych
experimentl. Zde pouze vycet:

1. Hodnoceni poruchy hematoencefalické bariéry (HEB) po flurothylovém zachvatu pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie extravazace Evansovy modti (viz 4.2.).

2. Hodnoceni rozsahu fototrombotickych 1ézi pomoci TTC (viz 4.3.).

3. Hodnoceni lokélnich a vzdalenych zmén propustnosti HEB v disledku fototrombo6zy pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie extravazace Evansovy modti (viz 4.5.).

Statistické zhodnoceni: Statistika byla zpracovavana v programu GraphPad Prism® 5.01. Hladina
vyznamnosti byla vzdy stanovena jako p<0,05. Konkrétni zvolené statistické metody jsou blize

popsany u jednotlivych experimentt.

4. Jednotlivé experimenty: skupiny zvirat, metodika a vysledky

4.1. Prolomeni postiktalni inhibice kratkou salvou stimula¢nich pulzi

V tomto experimentu jsme testovali hypotézu, zda 1ze vhodnymi parametry stimulace
prolomit postiktalni inhibici po generalizovaném tonicko-klonickém epileptickém zachvatu

(GTCS). Pro tento tcel jsme zvolili model kortikalniho nésledného vyboje (SSAD).
4.1.1. Skupiny zvirat, operativa a elektrofyziologie

Dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar (N=18) byli rozdéleni do dvou skupin (A,
B). V anestezii pentobarbitalem (70 mg/kg i.p.) byla chirurgicky odhalena kalva a na pfedem
urcenych stereotaktickych koordinatach byly po provedeni navrtli implantovany elektrody: dvé
bipolarné zapojené stimulacni elektrody byly umistnény na povrch mozku v oblasti pravé
senzomotorické arey (SMA) (AP=1,-1; L=0,2), registracni elektrody byly umistény na SMA vlevo
(AP=0, L=-2) a dale na oblast zrakové kliry vlevo (AP=6, L=-4). Pro registraci z pravé SMA byly
vyuZity stimula¢ni elektrody. Referecni elektroda byla fixovana na nosni kosti zvifete. Po
implantaci byly vSechny elektrody upevnény pomoci akrylatové ¢epicky. Tyden po implantaci
elektrod byla zvifata pfipojena k digitadlnimu EEG pfistroji (referen¢ni zapojeni, taktovaci frekvence
1 kHz). Po nahrani 5 min spontdnniho ECoG byl u kazdého zvitete zjistén prah pro
interhemisférickou odpovéd’ (IHR) pomoci postupného zvySovani intenzity stimulace (kroky aa 10

pA). Jakmile bylo pifi dané intenzité zaznamenano pét po sobé jdoucich IHR, pfedchozi intenzita
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stimulace byla oznacena jako prahova a byla vyuzita jako referen¢ni hodnota intenzity stimulace.

V experimentu jsme pouzili dva druhy stimulace: ve skupiné A jednotlivé bipolarni pravouhlé pulzy
(tzv. 1P: intenzita stimulace 2,5x prah, trvani pulzu 1ms, interval mezi jednotlivymi pulzy 20 s) a ve
skupiné B kratké salvy stimula¢nich pulzii (tzv. 4P: salva ¢tyf pravouhlych pulzi s frekvenci 8 Hz,
intenzitou 2,5x prah, trvani jednotlivého pulzu 1 ms). Po stanoveni prahu pro IHR bylo ve skupiné
A aplikovano 20 1P a ve skupiné B 20 4P. V dalsi fazi byl u kazdého zvitete vyvolan 4x nésledny
vyboj (stimulace: trvani 20 s, frekvence 8 Hz, intenzita 5x prah, trvani jednoho pulzu 1 ms).
Interval mezi jednotlivymi naslednymi vyboji trval vzdy 10 minut. Béhem téchto 10 minut byly u
zvitat aplikovany 1P (skupina A) a 4P (skupina B). Schéma pokusu viz Obr. 4.1.1. V experimentu
bylo hodnoceno trvani jednotlivych naslednych vyboji a pritomnost elektrografickych zachvati v
intervalu mezi naslednymi vyboji.

Statistika: Pro srovnani poctu elektrografickych zachvati ve skupiné A a B byl pouzit Mann-
Whitneyho U-test. Rozdil mezi skupinou A a B co do primérného trvani 1., 2., 3., resp. 4.

nasledného vyboje byl testovan pomoci neparového t-testu.

Obr. 4.1.1.: Schéma stimulace

|

20s
HHH
Skupina A

20s 10 min
Il
20s
Skupina B
205 10min

Schéma pokusu ve skupiné A (horni ¢ast obrazku) a ve skupiné B (dole). Cerné obdélniky
predstavuji stimulaci vedouci k vyvolani naslednych vyboju (trvani 20s, f=8 Hz, intenzita 2,5x
prah). Z obrazku je patrny rozdil mezi obéma skupinami: ve skupiné A byly v intervalech mezi
jednotlivymi naslednymi vyboji aplikovany jednotlivé pulzy (intenzita 2,5x prah, trvani 1ms),
zatimco ve skupiné B salvy ¢tyf pulzu (intenzita 2,5x prah, trvani pulzu = 1 ms, f=8 Hz).
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4.1.2. Vysledky

Baseline stimulace (tj. stimulace pfed indukci 1. nasledného vyboje) jednotlivymi pulsy
nevyvolala elektrografické zachvaty u zadného zvifete. Baseline stimulace salvou 4P vedla u
jednoho z deviti testovanych zvifat k atypické elektrokortikografické odpovédi. V intervalech mezi
jednotlivymi naslednymi vyboji vyvolala stimulace jednotlivymi pulsy jen nékolik kratkych
elektrografickych zachvatt. Pocet elektrografickych zachvati zaznamenanych ve skupiné B (tj. pfi
pouziti stimulace 4P) byl ve srovnani se skupinou A signifikantné vyS$si po prvnim, tfetim a Ctvrtém
nasledném vyboji (p<0,05), nikoli v§ak po druhém nésledném vyboji (viz Graf 4.1.1.). I celkovy
pocet takto vyvolanych elektrografickych zachvatt byl ve skupiné B vyssi (Mann—Whitney U test,
p <0.01). Elektrokortikografické zachvaty se ve skupiné B podafilo vyvolat i bezprostfedné po
ukonceni nésledného vyboje.

Nasledné vyboje vyvolané elektrickou stimulaci byly ve skupiné B v priiméru delsi, 1 kdyz
tento rozdil byl statisticky signifikantni pouze v pfipadé druhého nasledného vyboje. Primérna
délka prvniho, druhého, tfetiho a ¢tvrtého nasledného vyboje uvniti skupin se statisticky vyznamneé

nelisila.

4.2. Ovlivéni prahu pro flurothylovy zachvat a jeho dusledki na prostorové uceni

V této ¢asti jsme zkoumali: 1) zda piedchozi expozice GTCS ovliviiuje prah pro zachvat
nasledujici, 2) zda izolovany GTCS ma ptetrvavajici behavioralni dusledky, jejichz pticinou je
porucha hematoencefalické bariéry (HEB) a 3) zda pfitomnost a charakter téchto dusledka 1ze
ovlivnit preconditioningem (hypoxii, zdchvaty) ¢i podanim latek ovliviiujicich redoxni homeostazu

(melatonin).
4.2.1. Skupiny zvitfat a metodika

Skupiny zvirat: Dospéli samci laboratorniho potkana Wistar (200-250g; N=78) byli rozdéleni
do sedmi experimentélnich a jedné kontrolni skupiny (C: n=12). Kontrolni skupina byla testovana
pouze v Morrisové vodnim bludisti (MWM). Popis metodiky flurothylovych kieci, hypobarické
hypoxie a testovani v MWM viz sekce 3. Metodika. Ptehled skupin:

1. “F” = pouze flurothylovy zachvat (n=10). U zvitat v této skupiné byl pomoci inhalace flurothylu
navozen GTCS. 24 h po zachvatu bylo zahajeno u¢eni v MWM.

2. “H” = pouze hypoxie 9000 m n.m. (n=8). Zvifata v této skuping byla vystavena 1 h trvajici
hypobarické hypoxii v simulované vysce 9000 m n.m. 24h po hypoxii bylo zahajeno u€eni v
MWM.

3. “H1hF” = hypoxie 9000 m n.m., hodinu poté flurothylovy zachvat (n=10). Zvifata v této skupiné

byla vystavena 1 h trvajici hypobarické hypoxii v simulované vysce 9000 m n.m. O jednu hodinu
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pozd¢ji byl u nich pomoci inhalace flurothylu navozen GTCS. 24h po zachvatu bylo zahajeno
uceni v MWM.

4. “H3dF” = hypoxie 9000 m n.m., 3 dny poté flurothylovy zachvat (n=9). Zvifata v této skupiné
byla vystavena 1 h trvajici hypobarické hypoxii v simulované vysce 9000 m n.m. O tii dny
pozdéji byl u nich pomoci inhalace flurothylu navozen GTCS. 24h po zéchvatu bylo zahdjeno
uceni v MWM.

5. “F1hF” = flurothylovy zachvat, za hodinu poté znovu flurothylovy zachvat (n=10). U zvifat v
této skupiné byl indukovéan flurothylovy zachvat, ktery byl o jednu hodinu pozdéji zopakovan.
24h po druhém zachvatu bylo zahajeno u¢eni v MWM.

6. “F3dF” = flurothylovy zachvat, za 3 dny poté znovu flurothylovy zachvat (n=10). U zvitat v této
skuping¢ byl indukovéan flurothylovy zachvat. Za tti dny byl zdchvat zopakovan. 24h po druhém
zachvatu bylo zahajeno u¢eni v MWM.

7. “MI1hF” = Melatonin i.p., za hodinu poté flurothylovy zdchvat (n=9). U té€chto zvifat byl nejprve
i.p. aplikovan melatonin (100mg/kg/2ml ve 2% roztoku Tweenu ve fyziologickém roztoku). Za

hodinu byl u zvitat vyvolan GTCS. 24h po zachvatu bylo zahédjeno uc¢eni v MWM.

Porucha HEB po flurothylovém zdachvatu: Pied flurothylovym GTCS byla potkaniim (n=3) i.v.
aplikovana Evansova modi (“EB”; 0.04 g/kg/2ml; rozpusténa v 0.9 % NacCl). U kontrol (n=4) byla
aplikovana EB bez nésledného vyvolani zachvatu. 24h poté byla zvitata utracena, mozky
perfundovany roztokem paroformaldehydu, fixovany a nakrdjeny na 40 pum silné fezy. EB se v
plasmé vaze ochotné¢ na albumin. EB-albumin komplex emituje v zeleném svétle Cerveny
fluorescenéni signal. Pomoci fluorescen¢niho mikroskopu lze tedy zkoumat extravazaci EB-
albuminu. Za standardnich podminek (zvétsSeni, expozice, ISO, rozliSeni, format) jsme potidili u
kazdého zvirete digitalni mikrofotografie vSech jednotlivych fezi. Fotografie vybranych
mozkovych oblasti (CA1, CA2, CA3, thalamus, subthalamus, piriformni kira) byly potizeny i ve
vetsim zvetSeni. Fotografie byly analyzovany pomoci programu ImagelJ 1.37v. Kromé vizuéalniho
hodnoceni jsme fluorescenci v riznych oblastech mozku hodnotili kvantitativné. Nad danou oblast
jsme umistili virtualni rAmecek (1x2mm v oblasti kortexu, resp. 200x200 um v oblasti CA1, CA2,
CA3, subthalamu, thalamu a piriformni kife). V tomto ramecku byla pomoci nastrojii ImageJ
zméiena prumeérna desita signalu. Timto zplisobem jsme ziskali soubor hodnot primérné denzity
pro danou oblast a danou skupinu zvirat.

Statistika: K porovnéani skupin jsme vyuzili testu ANOVA s Bonferroniho post-testovym srovnanim,
a neparového (nebo parového v ptipadé porovnani konsekutivnich dnd v radmci jedné skupiny) t-
testu. K porovnani hodnot signalové denzity fluorescence EB mezi experimentalni a kontrolni

skupinou byl pouZzit Mann-Whitneyho U-test.
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4.2.2. Vysledky

Ve skupin€ F3dF doslo u druhého zachvatu k signifikantnimu zkraceni latence ke GTCS ve
srovnani se v§emi ostatnimi skupinami (F3dF: 355,0 =28,3 svs. F: 615,54 55,6 s, p=0,0007,
neparovy t-test). Byl-li odstup dvou GTCS 1h (skupina F1hF), ke zkraceni latence nedoslo.
Expozice hypobarické hypoxii tfi dny pred zdchvatem ani expozice melatoninu 1 hodinu pied
zachvatem nevedly ve srovnani se skupinou F k signifikantni zméné prahu pro GTCS. Byl vSak
zaznamenan signifikantni rozdil v prahu pro GTCS mezi obéma zminénymi skupinami navzajem
(MellhF: prumérna latence 668,0 = 39,1 vs. H3dF: primérna latence 520,0 &+ 33,1, p=0,0097
neparovy t-test).

Jednotlivy GTCS vyvolany inhalaci flurothylu zhorSuje prostorové uceni v Morrisové vodnim
bludisti. Tento efekt pietrvava jeste¢ 7 dni po zachvatu (F: primérna latence 7. den 19,66 £1,62 s vs.
C: primérna latence 7. den 10,44 + 0,49 s, p=0,0001, neparovy t-test). Po jednotlivé expozici
hypobarické hypoxii jsme pretrvavajici zhorSeni u¢eni v MWM nepozorovali. Melatonin podany 1h
pied flurothylovym zachvatem rusil negativni dopad zachvatu na uceni (F: primérna latence 7. den
19,66 1,62 s vs. MellhF: priimérna latence 7. den 12,80 £ 0,92, p=0,0429, neparovy t-test).
Podobny efekt méla hypobaricka hypoxie aplikovana 3 dny, nikoli vSak 1h, pied zachvatem (F:
pramérnd latence 7. den 19,66 £1,62 s vs. H3dF: primérné latence 7. den 9,28 + 1,07, p=0,006,
neparovy t-test). Vizualni ani kvantitativni hodnoceni neprokazalo pfitomnost extravazace
komplexu EB-albumin a tedy pfitomnost signifikantni poruchy HEB béhem flurothylového

zéachvatu ¢i 24h po ném.

4.3. Ovlivnéni rozsahu ischemické 1éze hypoxickym preconditioningem a podianim melatoninu

V tomto experimentu jsme testovali hypotézu, zda preconditioningem (hypoxii) ¢i poddnim

latek ovliviujicich redoxni homeostazu (melatonin) Ize ovlivnit rozsah fokalni ischemie.
4.3.1. Skupiny zvitfat a metodika
Dospéli samci potkana kmene Wistar (N=49, vdha 200-220g) byli rozdéleni do ¢ty skupin:

1. “H3dPT”: Hypoxie, za tfi dny poté fototrombo6za (n=11). Prvni experimentalni skupina byla
vystavena hodinové hypobarické hypoxii 9000 m n.m. O tfi dny pozdé&ji byla u ni pomoci
fototrombo6zy indukovana ischemicka 1éze v oblasti senzorimotorické kry.

2. “MI1hPT” = Melatonin i.p., za hodinu poté fototrombdza (n=14). U téchto zvifat byl hodinu pted
zahdjenim fototrombozy i.p. aplikovan melatonin (100mg/kg/2ml ve 2% roztoku Tweenu ve FR).
O tfi dny pozdéji byla u ni pomoci fototrombdzy indukovana ischemicka 1éze v oblasti
senzorimotorické kury.

3. “PT”: Pouze fototrombodza (n=16). Zvitata v této skupin¢ nebyla vystavena jakékoli

experimentalni manipulaci pfed fototrombozou.
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4. “C”: Kontroly (n=8). Tato skupina slouzila k ovéfeni u¢innosti naseho fototrombotického
modelu. V této skupiné byl zvifatim podén pied svicenim laserem misto RB stejny objem

fyziologického roztoku.

Fototromboza: viz 3. Metodika

Hodnoceni rozsahu fototrombotickych lézi pomoci TTC: 72h po fototromboéze byla zvitata v
hluboké anestezii urethanem transkardialné perfundovéna fyziologickym roztokem (37 °C) a
dekapitovana. Mozky zvitat byly okamzité vynaty a nakrajeny v koronarni roving na 500 um silné
fezy na urovni predpokladané fototrombotické 1éze. K detekci ischemické 1éze jsme vyuzili
redukéni test 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridem (TTC). Rezy mozkem byly na dobu 45 minut
ponoteny do barviciho roztoku (2% TTC v 0.1 M fosfatovém pufru zahfatém na 37°C) ve zcela
zatemnéné inkubacni nadobé vyhtivané na 37 °C. K zhodnoceni morfologickych zmén byly
potizeny digitadlni mikrofotografie fezi.

Hodnoceni lézi: Metabolicky neaktivni tkan (ischemicka 1éze) se v barveni TTC zobrazi jako
oblast vyblednuti. Léze byly na zaklad¢ tize rozd€leny do tii stupnua: I = zadna 1éze, II = mirna 1éze
(jen kortikalni), IIT = hluboka 1éze zasahujici i1 oblast striata (viz Obr. 4.3.1.). PocCet zvitat s danym
stupném léze byl zaznamenén pro kazdou skupinu. Ke srovnani skupin byl vyuzit Fishertiv exaktni

test v kontingen¢ni tabulce.

Obr. 4.3.1.: Tti stupné fototrombotické 1éze

Grade I " Grade II it

Stupné fototrombotické léze v barveni TTC (pfevedeno do odstint Sedi). Zleva zadna léze
(stupen 1), lehka léze (stupnen Il): [éze postihujici pouze kortex Ci jeho cast, tézka léze
(stupen lll): 1éze zasahujici hluboko ke corpus callosum a subkortikdlnim strukturam.

4.3.2. Vysledky

U kontrolni skupiny nebyly ischemické 1éze pozorovany. Ve skupiné PT jsme pozorovali
ischemickeé 1éze u vSech zvitat (v 15 ptipadech supen 111, tj. hluboké 1éze zasahujici k podkorovym
strukturam, v jednom ptipad¢ lehka 1éze stupné II). U skupiny “H3dPT” byly vysledky podobné (v
11 ptipadech 1éze stupné III, v jednom piipad¢ stupné II). Ve skupiné¢ M1hPT jsme 1éze stupné III

zaznamenali pouze u Ctyft zvifat, 1éze stupné Il byly pfitomny u dvou zvitat. U zbyvajicich osmi
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zvitat 1éze nebyly pfitomny (stupeni I). Redukce poctu zvitat s 1ézi stupné II ve skupiné
premedikované melatoninem byla statisticky vyznamna jak ve srovnani se skupinou PT (p<0,0005),
tak se skupinou H3dPT (p<0,005). Stejné tak pocet zvitat bez 1éze byl ve skupiné predlécené
melatoninem signifikantné vyssi ve srovnéni se skupinou PT (p<0.0005) i se skupinou H3dPT
(p<0,0005).

4.4. Elektrofyziologické zmény v hyperakutni fazi kortikalni fototrombaézy.

V tomto experimentu jsme testovali: 1) zda v hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke
vzdalenym elektrofyziologickym zménam a 2) zda v hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke

vzdalenym zméndm excitability. Jako model fokalni ischemie jsme pouzili kortikalni fototrombozu.
4.4.1. Skupiny zvirat a metodika
Dospéli samci potkana kmene Wistar (N=21, véaha 300-400g) byli rozdéleni do dvou skupin:

1. Prvni skupina zvitat (PT; n=12) byla v pribéhu experimentu podrobena kortikalni fototromboze
v oblasti pro zadni koncetinu senzomotorické kiiry pravé hemisféry.

2. U druhé skupiny (Las; n=9) byla stejna oblast exponovana pouze laserovému svétlu, bez
soucasného podani fotodynamického generatoru (Bengalské ¢erven€). Namisto toho byl zvitatim
podan stejny objem FR. Experimentalni protokol se jinak u obou skupin nelisil, a slouZily proto

vici sobé jako kontroly.

Anestezie: 1.p. podand smés ketaminu (100 mg/kg i.p.; Narkamon, Spofa) a xylazinu (7 mg/kg i.p.;
Rometar, Spofa). Hloubka anestezie byla v prib¢hu experimentu kazdych pét minut testovana
jemnym stisténim kiize na planté zadni koncetiny zvifete. V piipad¢ flek¢ni reakce byl podan i.p.
bolus stejné smési v redukované davce (25% davky pouzité pro ivod do anestezie). Teplota zvitat
byla béhem experimentu udrzovana pomoci podlozky vyhtivané na 37 °C.

Operativa: Po uvedeni zvitete do hluboké anestezie byla incidovana kiize na hlave ve stfedni care a
exponovana kalva. Pomoci trepanu byly vyvrtany dva otvory o priméru 5 mm nad pravym a levym
senzomotorickym kortexem (oblast pro zadni koncetinu). Nasledné€ byl vypreparovan levostranny n.
ischiadicus a na nerv pravidelné svlazovany FR byla nalozena bipolarni stfibrné stimula¢ni
elektroda. Po této piipravé byla zvitata premisténa do stereotaktického ramu. Stereotakticky ram
byl uloZen v odstinéné kleci s cilem minimalizovat sitovy artefakt.

Fototromboza: viz 3. Metodika. Sterotaktické koordinaty laseru vic¢i bregmatu: AP = -2 mm, L=2
mm, doba expozice v obou skupinach 9 minut. Béhem sviceni byla leva ¢ast kalvy odstinéna
pomoci akrylatové lamely potazené alobalem. Pokus probihal v zatemnéné mistnosti s cilem
vyloucit nechténou aktivaci RB svétlem z prostiedi.

Elektrofyziologie: Hodnotili jsme 1) zmény kortikalnich somatosenzorickych evokovanych
potenciall (SEP) a 2) reakci na ptimou kortikalni stimulaci. Schéma pokusu zndzortiuje Obr. 4.4.1.
Dvé stiibrné elektrody o priméru 0,8 + 0,2 mm byly v misté trepanacnich otvorti opatrné umistnény
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Obr. 4.4.1.: Schéma pokusu
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Pfed zahdjenim sviceni laserem byl u kazdého zvifete 5 minut zaznamenavan
elektrokortikogram za soucasné registrace SEP z levého n. ischiadicus (stimulace n.
ischiadicus kazdou vtefinu, tj. frekvenci 1 Hz). V ¢ase t=0 bylo zahajeno sviceni laserem,
které trvalo 9 minut. Zaznamenavani SEP pokracovalo do t+60 minut. Po skonceni tohoto
obdobi byla na pravou senzomotorickou kiru aplikovana pfima elektricka stimulace v trvani
20 s (pravouhlé pulsy v trvani 1 ms, intenzita 2,5x prah pro SEP, frekvence 8 Hz). Po 10
minutdch byla stimulace jesté jednou zopakovana. Na ose x vynesen cas v minutach, PT =
fototromboza (sviceni), SEP = somatosenzorické evokované potencialy, S = pfima
kortikalni elektricka stimulace.

na dura mater nad levou a pravou senzomotorickou oblast (AP =2 mm, L=2 mm, resp. -2 mm).
Prvni z elektrod tak byla uloZena kontralateraln€ vii¢i stimulaci n. ischiadicus a ipsilateralné vici
sviceni laserem (tj. vpravo) a slouzila nejen jako registracni, ale v druhé ¢asti experimentu téz jako
stimulac¢ni elektroda. Druha z elektrod pak byla ulozena v zrcadlové oblasti - ipsilateralné vici
stimulaci n. ischiadicus a kontralateraln¢ vii¢i sviceni laserem (tj. vlevo). Referen¢ni elektroda byla
uloZena na nosni kosti zvitete. Laserovy paprsek byl zacilen na kortex v té€sném sousedstvi
pravostranné registracni elektrody, kterou piimo neosvétloval.

A. Somatosenzorické evokované potencialy n. ischiadicus (SEP). Ke stimulaci n. ischiadicus jsme
vyuzivali jednotlivé bipolarni pravothlé pulzy v trvani 1 ms. U kazdého zvitete byl nejprve zjistén
prah pro SEP postupnym zvySovanim intenzity stimulace (kroky po 10 pA). Intenzita stimulace
byla nasledn¢ stanovena na 2,5 nasobek prahu. Snimani SEP probihalo v 1 s trvajicich ptebézich
(frames). Stimulace n. ischiadicus byla zahajena 5 minut pted zac¢atkem sviceni a pokracovala
béhem nasledujicich 60 minut (viz Obr. 4.4.1.). U kazdého zvitete byly nasledn€ analyzovany tii
casové epochy: 1) “baseline”, tj. SEP v Case od -5 do 0 minut, 2) “sviceni”: tj. SEP béhem druhé
¢asti sviceni a té€sn¢ po ném (€as od 4,5 do 10,5 minut) a 3) pozdni faze: tj. SEP pozdni
postiradiacni faze (¢as od 30 do 45 minut). Po sob¢ nasledujici SEP v dané epose byly
zprimérovany pomoci Signal for Windows v1.80. U takto zprimérovanych SEP jsme hodnotili: 1)
latenci k prvnimu pozitivnimu peaku (P1), 2) amplitudu P1, 3) latenci k prvnimu negativnimu
peaku (N1), 4) amplitudu N1, 5) latenci k druhému pozitivnimu peaku (P2), 6) amplitudu P2.
Amplitudy byly méfeny peak-to-peak. Z takto ziskanych dat byly nasledn¢ dopocitany primérné
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latence a amplitudy jednotlivych komponent SEP pro kazdou z epoch v dané skupin€ a na dané
stran¢.

B. Prima kortikalni stimulace: Ve druhé fazi pokusu (60 minut po zahdjeni - viz Obr. 4.4.1.) jsme u
kazdého zvitete provedli dvakrat po sobé pifimou elektrickou stimulaci pravostranné
senzomotorické kury (trvani stimulace 20s, intenzita 2,5x prah SEP, pravouhlé pulzy v trvani 1ms,
frekvence 8 Hz). Interval mezi jednotlivymi stimulacemi byl 9 minut. Byla hodnocena pfitomnost
naslednych vybojt, ptipadné jejich trvani.

C. Spontanni elektrografické zachvaty: S ohledem na anestezii nebylo mozné hodnotit pfitomnost
zachvati elektroklinickou korelaci. Pro ucely naseho pokusu byly elektrografické zachvaty
definovany jako paroxysmalni udalosti v trvani nejmén¢ 2 vtefiny s morfologii hrot-vina, ¢iv
podobé rytmickych hrotl nebo ostrych vin s amplitudou zieteln€ prevySujici zakladni linii (nejméné
2x baseline), ¢i majici zfetelny vyvoj frekvence a/nebo amplitudy.

Hodnoceni rozsahu fototrombotickych lézi pomoci TTC: viz Experiment 4.3.

Statistika: Pouzité statistické testy: repeated measures ANOVA s Tukeyho post-testovym
porovnanim skupin, Friedmanntiv test s post-testovym porovnanim podle Dunnse, parovy t-test,
Wilcoxoniiv test, one-way ANOVA s Tukeyho post-testovym porovnanim skupin, Kruskal-Wallistv
test s post-testovym porovnanim podle Dunnse, neparovy t-test, Mann-Whitneyho U test. Vyskyt
naslednych vyboji ve skupinach byl porovnan Fisherovym exaktnim testem. Median trvani

naslednych vybojl ve skupinach byl porovnan Mann-Whitneyho U testem.
4.4.2. Vysledky

Somatosenzorické evokované potencialy n. ischiadicus (SEP): Stimulace levého n. ischiadicus
vyvolala v obou skupinéch reprodukovatelné SEP v senzomotorickém kortexu obou hemisfér.
Zpramérované baseline SEP vykazovaly charakteristickou morfologii s inicialni vyraznou
pozitivitou (P1), nékdy pfedchazenou dvéma mensimi pozitivnimi vinami, nasledné hlubokou
negativni vychylkou (N1) a dalsi vysokou pozitivitou (P2) (viz Obr. 4.4.2). Tento pravidelny
komplex P1-N1-P2 byl (jiz variabiln€) nasledovan dal§imi pozdnimi komponentami. Tvarové se
SEP z primarni projek¢éni oblasti a kontralateralni (levé) strany vyrazné nelisily, byly vSak
zaznamenany rozdily co do amplitud a latenci. Latence SEP vpravo (primarni projek¢ni oblast) byly
u obou skupin kratsi nez vlevo. Amplitudy vSech komponent SEP vlevo byly u obou skupin
signifikantn€ niz$i nez vpravo (viz téz Obr. 4.4.2). Mezi skupinami (PT vs. Las) se latence ani
amplitudy jednotlivych komponent SEP v jednotlivych fazich pokusu a na jednotlivych stranach
signifikantné neliSily. Vyznamné rozdily vSak byly zachyceny uvniti obou skupin béhem sviceni
laserem. Ve skupiné PT doslo béhem sviceni k vyznamnému prodlouzeni latence P2 vlevo oproti
baseline. Ve skupin¢ vystavené pouze laseru (Las) bylo kromé¢ toho pfi sviceni zaznamenéano
signifikantni prodlouZeni latence P2 i v primarni projekéni oblasti (vpravo), a dale signifikantni
prodlouzeni latence N1 oboustranné. Kromé prodlouzeni latenci doslo béhem sviceni v obou

skupinach (PT 1 Las) téz ke snizeni amplitud oproti baseline, konkrétné u komponent N1 vpravo a
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Obr. 4.4.2.: Ukazka SEP n. ischiadicus v hyperakutni fazi fototrombdzy

ADCO

Baseline

ADC 1

ADC O

Sviceni
4.5-10,5min

ADC 1 e

ADCO

Pozdni
30-45min

ADC 1

Fototrombbza Samotny laser

Ukazka zprimérovaného SEP n. ischiadicus z jednotlivych skupin. V levém sloupci je ukazka
zaznamu zvifete vystaveného fototrombdze, v pravém sloupci zaznam zvifete vystavého
samotnému laserovému svétlu bez podani Bengalské cerveni. Jednotlivé dvojice SEP nad
sebou predstavuji vzdy pravou (zelend) a levou (Seda) stranu (hemisféru). Ve sloupcich jsou
uvedeny vzdy tyto tfi dvojice (viz oznaceni v levé Casti obrazku): zaznam baseline, zaznam
pfi sviceni a zdznam béhem pozdniho postiradiacniho obdobi. V obou skupinach je patrny
pokles amplitud SEP béhem sviceni laserem, avsak pouze ve skupiné PT se v pozdni

.....

hodnotam. Zaznamy nejsou filtrovany.
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P11 N1 vlevo (kontralateralné ke sviceni). Ve skupin¢ Las doslo béhem sviceni navic k
signifikantnimu snizeni amplitudy komponenty P2 vpravo. V pozdnim postiradiacnim obdobi se ve
skupiné Las latence a amplitudy signifikantné neliSily od hodnot baseline (doslo k pIné restituci
SEP). Ve skupiné PT byly v pozdnim postiradia¢nim obdobi latence srovnatelné s baseline, avSak
amplitudy N1 a zejména P2 zlstaly signifikantné snizené oproti baseline (p=0,0496, parovy t-test).
Priimérné doba k prvnim znamkam restituce SEP byla signifikantné delsi ve skupiné€ PT, nez ve
skuping Las: PT 1929 s £ 525,4 SEM vs. Las 482,9 s + 68,35 SEM (p=0,03, Mann-Whitney U-test).
Prima kortikalni stimulace: U vétSiny zvifat v obou skupinach jsme pomoci elektrické stimulace
vyvolali nasledné vyboje (AD). Ve skupiné PT se vyvolani AD zdatilo u 7/10 zvitat v prvni i druhé
stimulaci, ve skupin¢ Las u 7/9 zvifat v ptipad¢ prvni stimulace a u 5/9 zvitat v ptipad¢ druhé
stimulace. Tento rozdil vSak nebyl statisticky signifikantni (Fishertv exaktni test). V obou
skupinéch bylo trvani AD shodné v pravé a levé hemisféie, nezaznamenali jsme elektrograficky
asymetrické ukonceni vyboje. Trvani AD u jednotlivych zvifat bylo rozdilné, primérné délky AD se
vSak vyznamné neliSily, at’ uz pfi porovnani mezi skupinami, tak pfi porovnani 1. a 2. stimulace
uvniti kazdé skupiny. Spontanni zdchvaty po stimulaci se vyskytly u dvou zvitat ve skupiné PT.
Jednalo se o dva zachvaty po prvni stimulaci (jeden zprava v trvani 4,04 s, druhy s bilateralnim
zaCatkem v trvani 3,06 s) a 34 zachvatl po druhé stimulaci (13 se zacatkem zprava, dva zlevaa 19 s
bilateralnim zacatkem; celkové trvani zachvatii vpravo 131,3 s, vlevo 119,5 s).

Histologicke zpracovani: Fotoromboticka ischemicka 1éze se v barveni TTC zobrazovala jako
lokalizované vyblednuti. Rozsah 1ézi byl variabilni, 1éze v§ak vzdy zasahovaly do zna¢né hloubky,

mnohdy do oblasti corpus callosum. U kontrol nebyly 1éze barveni TTC pozorovany.

4.5. Lokalni a vzdalena zména propustnosti hematoencefalické bariéry v disledku

fotochemicky navozené fokalni kortikalni ischemie

V tomto experimentu jsme testovali, zda vzdalené disledky fokalni ischemie zahrnuji téz

vzdalenou zménu propustnosti HEB.
4.5.1. Skupiny zvirat a metodika
Dospéli samci potkana kmene Wistar (N=20, vaha 200-220g) byli rozd¢leni do téchto skupin:

1. V prvni experimentalni skupiné (“PB”, n=8) byl k anestezii vyuzit pentobarbital (20 mg/kg 1.p.).
2. Ve druhé experimentalni skupiné (“KX”, n=8) sm¢s ketaminu s xylazinem (ketamin 80 mg/kg +
xylazine 7 mg/kg 1.p.).

3. Kontrolni skupina (n=4) nebyla vystavena fototromboze (anestezie smési ketaminu s xylazinem).

Operativa: Po uvedeni zvifete do anestezie byla incidovana kiize na hlavé ve stfedni Cafe a
exponovana kalva.
Fototromboza: viz 3. Metodika. V obou experimentalnich skupinach byly laserem ozatovany tfi

stereotaktické koordinaty laserového zareni nad pravou senzomotorickou ktirou (AP 1, L 0,5; AP 0,
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L-1; AP-1, L 0,5). Expozice laserovému svétlu trvala na kazdé koordinaté 6 minut (tj. celkova doba
ozareni pro dané zviie byla 18 minut).

Hodnoceni propustnosti HEB pomoci fluorescencni mikroskopie extravazace Evansovy modri: viz
téZ hodnoceni propustnosti HEB u flurothylovych zachvatt (4.2).

Hodnoceni objemu ischemické léze a perifokalni poruchy hematoencefalické bariéry: Oblast
nekrozy byla na kazdém fezu ostie ohrani¢end. Pomoci nastrojii programu ImageJ byl rozsah
oblasti nekrozy na kazdém fezu zmeéien a vynasoben tloustkou fezu (40 um). Soucet takto
ziskanych hodnot udaval objem nekrézy (NV) pro dané zvife. Podobné byl zméten objem tkané s
extravazaci komplexu EB-albuminu (EBEV, objem tkdn¢ s poruchou HEB). Oblast extravazace EB-
albuminu byla na kazdém fezu manualné oznacena. Jeji hranice byly definovany jako oblast, kde jiz
neni jasné patrné zvyseni fluorescencniho signdlu. Obsah takto definované oblasti byl vynasoben
tloustkou fezu. Soucet hodnot ze vSech fezil udaval objem tkan¢ s poruchou HEB (EBEV).
Vsechna méteni (608 fezil ve skupiné PB, 546 fezil ve skupiné KX group) byla provedena jednim
hodnotitelem (D-K), aby byla minimalizovana inter-rater variabilita.

Hodnoceni vzdalenych zmeén propustnosti HEB: Porucha HEB v kontralateralni hemisféie byla
hodnocena dvéma zptsoby. V prvni fad¢ byly vSechny fezy vizudln¢ prozkoumany s cilem najit
okrsky zvySeni fluorescence EB-albuminu, ptipadné tzv. EB-pozitivni buiiky (tj. buitky akumulujici
EB-albumin). Druhy zpiisob hodnoceni spocival v kvantifikaci fluorescen¢niho signalu EB-
albuminu na pozadi a nasledném hodnoceni rozdili v tomto parametru u jednotlivych skupin. K
tomuto Gcelu jsme na kazdém Sestém fezu mozkem nad zrcadlovou oblast kortexu odpovidajici
kontralateralné ptitomné 1€zi umistili virtualni rdmecek (1x2mm). V tomto ramecku byla pomoci
nastrojii ImageJ zméfena primérna desita signalu. Rozdily téchto denzit mezi skupinami byly
statisticky porovnany.

Statistika: Parametricka data (rozdily objemu 1éze ve skupiné PB a KX) byla porovndna pomoci
neparoveho t-testu. Neparametricka data (prumérné hodnoty signalové denzity k kortexu

kontralateralné k 1ézi) byla porovnana pomoci Kruskal-Wallisova testu a Mann-Whitneyho U testu.
4.5.2. Vysledky

U obou experimentalnich podskupin byly 24h po fototrombo6ze pozorovany ischemické 1éze v
oblasti pravého senzomotorického kortexu. Léze byly tvofeny centralnim nekrotickym jadrem a
obklopeny oblasti extravazace komplexu EB-albumin. Oblast porusené HEB zasahovala mnohdy az
ke corpus callosum a do oblasti subkortikéalnich struktur. Na nékterych fezech byly na rozhrani
nekrozy a oblasti s porusenou HEB pozorovany shluky jasné ¢ervené nabarvenych bungk, tj. bunék
akumulujicich komplex EB-albumin. EB-albumin byl déle pfitomen v cévach kortikaln¢ i
subkortikalné v obou hemisférach. Endotel pidlnich cév a perforatorti bézicich do hloubky (kolmo
na povrch hemisféry) byl casto pokryt fluorescencnim materidlem, u vétsich cév bylo mozné
pozorovat prunik komplexu EB-albumin do extracelularniho prostoru. Celkovy objem léze (TLV =
NV + EBEV) se v obou experimentalnich podskupindch vyznamné nelisil (TLV_PB=9.4 + 1.3

21



mm? SEM vs. TLV_KX = 8.3 + 2.1 mm? SEM). Objem nekrdzy (NV) byl v podskupiné
anestezované ketaminem-xylazinem ponékud vyssi, rozdil vSak nebyl statisticky signifikantni
(NV_PB=5.1+0.7mm3SEM vs. NV_KX = 6.3 + 1.9 mm? SEM). Objem extravazace komplexu
EB-albuminu (EBEV), tj. objem tkané s poruchou HEB byl ve skupin¢ anestezované ketaminem-
xylazinem signifikantn¢ niz§i (EBEV_PB =4.3 £ 0.8 mm? SEM vs. EBEV_KX =2.0 + 0.5 mm?
SEM, p=0.0293, neparovy t-test). Ve skupiné anestezované pentobarbitalem byl statisticky
vyznamné vyS$s$i median signalové denzity EB-fluorescence v hemisfétre kontralateralni viici
ischemickeé 1ézi (p < 0.0001, Mann-Whitney U test). Ve skupiné anestezované ketaminem-
xylazinem byl median signalové denzity EB-fluorescence v kontralateralni hemisféte srovnatelny s
kontrolami. U dvou zvifat ze skupiny anestezované pentobarbitalem bylo pii vizualnim hodnoceni
pozorovano difuzni zvySeni fluorescence ve vzdalenych oblastech kontralateralni hemisféry. Bunky

akumulujici EB-albumin vSak v kontralateralni kiife nalezeny nebyly.

5. Diskuze

Hypotéza 1: Vhodnymi parametry stimulace Ize prolomit postiktalni inhibici po generalizovaném

tonicko-klonickém epileptickém zdachvatu.

Postiktalni inhibice je definovéana jako stav (obdobi) po zadchvatu, béhem kterého je velmi
obtizné vyvolani nového zachvatu stejnym druhem stimulace. Mechanismy vedouci k postiktalni
inhibici jsou pravdépodobné aktivovany jiz béhem zachvatu a ptispivaji k jeho ukonceni. Selhani
téchto mechanismi mize vést k rozvoji status epilepticus (SE). V modelu kortikalniho nésledného
vyboje (SSAD) Ize postiktalni inhibici testovat pomoci opakované stimulace aplikované v riznych
casovych intervalech od skonceni pfedchoziho SSAD. U dospélych potkanti je vyvolani dalSiho
SSAD mén¢ pravdépodobné béhem prvnich 3-5 minut od ukonceni predchoziho zachvatu. Pti
stimulaci po vice nez 10 minutach od ukonceni predchoziho zachvatu 1ze n¢kdy pozorovat
prodlouzeni nasledujiciho SSAD - akutni kindling (Mares J. et al., 1982; Mares P. a Maresova D.,
1989; Velisek L. a Mares P., 1992). Stimulace bezprostiedné po ukon¢eni SSAD obvykle zachvat
nevyvola. V naSem prvnim experimentu se podafilo postiktalni inhibici prolomit pomoci stimulace
se stejnou frekvenci, jakou méla stimulace aplikovana k vyvolani SSAD (8 Hz), ale s polovi¢ni
intenzitou a kratkym trvanim (0,5 s). Tuto stimulaci jsme oznacili jako kratké salvy Ctyft pulsi (tzv.
4P). Aplikace 4P dale vedla vyznamné Castéji k tzv. rekurentnim zachvatlim a to i v obdobi
bezprostiedné po odeznéni SSAD. Nase vysledky podporuji ivahu, Ze postiktalni inhibice je
zprostiedkovana aktivnimi déji a nikoli pouze pasivnim vycerpanim synaptickych mechanismi.
Stimulace 4P tyto aktivni inhibi¢ni mechanismy ziejmé narusuje. Jelikoz se dusledky stimulace 4P
projevuji v fadu vtetin-minut, neni pravdépodobné, ze by je zplisobovala bunééna smrt. V disledku
této stimulace vSak mize dochéazet k akutnim plastickym zméndm na synaptické trovni, napt. u
inhibi¢nich GABAergnich interneuronti ¢i excitacné zapojenych interneuront typu mechovych

bunék (Ratzliff A. et al., 2002). Akutni plastické zmény byly pozorovany v prabéhu
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generalizovaného tonicko-klonického SE, kdy dochazi k internalizaci GABAAa receptori (Chen J.W.
et al., 2007; Naylor D.E. et al., 2005) a dale ke zvySeni poctu NMDA receptorti na neuronalni
cytoplasmatické membran¢ (Naylor D.E. et al., 2013). V dasledku zachvatli mohou vsak byt
ovlivnény receptory pro rizné neuromodulatory (napt. neuropeptidy, opioidy) (Velisek L. a Mares
P., 1992).

Hypotéza 2: Predchozi expozice generalizovanému tonicko-klonickému zachvatu ovliviiuje prah pro

zdchvat nasledujici.

Akutni plastické zmény, napt. snizeni exprese alfal-podjednotky GABAAareceptoru (Ni H. et
al., 2005) ¢i zvySeni exprese podjednotek glutamatovych NMDA receptorti (Bo T. et al., 2003), byly
popsany i v modelu flurothylovych kieci (izolované generalizované zachvaty). Podobné jako u
SSAD, byl i v tomto modelu zaznamenan “akutni” kindling (snizeni prahu pro generalizované
zéachvaty a prahu pro myoklonické zaSkuby) (Samoriski G. a Applegate C., 1997). Zvitatim byly v
této praci flurothylové zachvaty indukovany kazdy den. Snizeni prahu bylo vyjadieno jiz u druhého
zachvatu, maxima dosahovalo po patém zachvatu (dni). Zkraceni latence ke GTCS u nasledujiciho
(druhého) flurothylového zachvatu jsme potvrdili i v naSich experimentech. Interval mezi zachvaty
nutny pro rozvoj této zmeny €inil v nasich podminkach tfi dny. Aplikace druhého zachvatu v
intervalu 1h nevedla ke sniZzeni prahu pro tento druhy zachvat. MozZnost ovlivnéni prahu pro GTCS
ve flurothylovém modelu jsme testovali téZ pomoci jinych faktori, jmenovité hypobarické hypoxie
aplikované jednu hodinu ¢i tfi dny pfed zachvatem a podani melatoninu 1h pied zachvatem.
Signifikantni ovlivnéni latenci pro rozvoj GTCS jsme vSak nezaznamenali.

Zda se, ze fenomén akutniho kindlingu popsany v modelu SSAD a projevy kindligu v modelu
flurothylovych kie¢i podmiiiuji odlisné mechanismy: v prvnim ptipad¢ jde o zmény projevujici se v
fadu minut, v druhém ptipadé o zmény dostavujici se béhem jednoho az n¢kolika dnii. Tento delsi
casovy odstup potifebny ke zvyseni excitability (snizeni prahu pro dalsi flurothylovy zachvat) lze
vysvétlit ovlivnénim genové exprese a neuroplasticity. Je pozoruhodné, Ze ani po opakovanych
flurothylovych zéchvatech mnohdy nedochazi k vyraznym bunéénym ztratdm: napi. Wasterlain
pozoroval cca 6% ubytek neuronil hipokampu po 20 epizodach flurothylovych kieci (Wasterlain
C.G., 1976), Sperber a kol. nepozorovali tibytek neuronti ani po flurothylovém SE (Sperber E. et al.,
1999). Ani my jsme pfitomnost vyznamné neurondlni ztraty po flurothylovém zachvatu
nezaznamenali. Po izolovaném flurothylovém zachvatu vSak byla u C57BL/6J mysi prokazana
zvySena mitotickd aktivita a neurogeneze v oblasti hipokampu (Ferland R. et al., 2002)
detekovatelna jesté 3. den po zachvatu. Po opakovanych zachvatech u mlad’at potkani byl
pozorovan téz sprouting mechovych vldken CA3 sektoru hipokampu a tvorba rekurentnich
excitacnich kolaterdl (Holmes G. et al., 1998; Huang L. et al., 1999; Liu Z. et al., 1999; Sogawa Y.
et al., 2001). VSechny uvedené mechanismy se mohou na zvyseni excitability 3 dny po izolovaném

flurothylovém zachvatu podilet.

23



Hypotéza 3: Izolovany epilepticky zachvat ma pretrvavajici behavioralni dusledky, jejichz pricinou

je porucha hematoencefalické bariéry.

V naSich experimentech jsme prokézali, Ze u zvifat exponovanych jednotlivému
generalizovanému flurothylovému zachvatu dochdzi k poruse procesu prostorového uceni v
Morrisove€ vodnim bludisti (MWM) u naivnich zvitat, a ze tato porucha pretrvava az 7 dni po
prodélaném zachvatu (Mares J. et al., 2005). Soucasné bylo zjisténo, Ze hodinova expozice
hypobarické hypoxii 9000 m n.m. tfi dny pfed zdchvatem tento negativni disledek zachvatu rusi.
Jedna se tak o projev hypoxického preconditioningu. Soucasné bylo dokumentovano, ze horseni
vykonu v MWM neni déno pietrvavajicimi spontannimi epileptickymi zachvaty (Mares J. et al.,
2005). Porucha prostorového uceni byla popsana i v jinych modelech akutnich zachvatt a byla
vétsinou vysvétlovana extenzivni neuronalni ztratou (Gayoso M. et al., 1994; Hort J. et al., 2000;
Hort J. et al., 1999; Lere C. et al., 2002; Mao R.R. et al., 2009), kterou jsme vSak v naSich
podminkach po flurothylovych zachvatech nezaznamenali.

V posledni dobé€ je podrobné studovan vztah epileptickych zachvatl a poruchy
hematoencefalické bariéry (HEB). HEB je v souvislosti s epilepsii a epileptickymi zadchvaty
diskutovana jednak z pohledu mechanismti farmakorezistence a dale z pohledu samotné
patofyziologie zachvati a epilepsie. V resekatech temporalnich laloki ziskanych od pacientt s
refrakterni epilepsii temporalniho laloku byla zjisténa zvySena propustnost HEB (van Vliet E.A. et
al., 2006), stejné jako u chronickych zvitecich modelti epilepsie (Westergaard E. et al., 1978).
Zvyseny prinik sérovych proteinti (zejména albuminu) skrze HEB a uptake téchto proteint
nervovymi buiikami byl vztazen k epileptogeneze (Ivens S. et al., 2006; Seiffert E. et al., 2004).
Akutné€ navozené zvyseni propustnosti HEB bylo v experimentu i u lidi sdruzeno s epileptiformni
aktivitou v EEG (Marchi N. et al., 2007; Zappulla R.A. et al., 1985a). Po zachvatech, zejména
dlouhotrvajicich konvulzich typu SE, byla prokazana porucha HEB (Bolwig T.G. et al., 1977; Yaffe
K. etal., 1995; Zucker D.K. et al., 1983). Z tohoto diivodu jsme testovali, zda po jednotlivém
flurothylovém zachvatu nedochézi k pretrvavajici poruse HEB. Tuto hypotézu jsme vSak, ani pii

velmi podrobném hodnoceni jednotlivych oblasti mozku, nepotvrdili.

Hypotéza 4. Pritomnost a charakter behavioralnich dusledki izolovaného flurothylového zachvatu
Ize ovlivnit predtrénovanim (hypoxii, zachvaty) ¢i podanim latek ovliviiujiicich redoxni homeostazu

(melatonin).

NasSe dosavadni vysledky dokumentujici protektivni vliv hypobarické hypoxie na prostorové
uceni po izolovaném flurothylovém zachvatu jsme diky experimentim uvedenym v této dizertacni
praci rozsifili o zjiSténi, Ze podobny protektivni efekt jako hypobaricka hypoxie ma podani
melatoninu 1h pfed zdchvatem. Melatonin podany bezprostiedné, ¢i oddalené po zachvatu jiz tento
ucinek nema. Pies své fyziologické ucinky v modulaci cirkadidnnich rytmt je melatonin G€¢inny

antioxidant a scavenger volnych radikali (FR) (Reiter R.J., 1997). Kromé toho, Ze je melatonin sam
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schopen neutralizovat volné radikaly vcéetné NO, jeho metabolity (cyklicky 3-hydroxy melatonin a
N-acetyl -formyl-kynurenin) jsou téZ G€innymi antioxidanty. Kromé toho melatonin pies specifické
receptory indukuje expresi superoxiddismutazy (SOD), glutathion peroxidazy (GPx) a kataldzy.
Jeho protektivni G¢inek byl prokazan v modelech riznych inzulti spojovanych se zvySenou
produkci FR: kromé¢ epileptickych zachvatii (Mohanan P.V. a Yamamoto H.A., 2002) téz
hypoxicko-ischemického poSkozeni (Hung M.W. et al., 2008).

Zvysena produkce FR byla po epileptickych zachvatech dokumentovana jak neptimo
(Folbergrova J. et al., 1999), tak pomoci novych technik umoznujicich ptimé méteni FR (Yokoyama
H. et al., 1999). Pomoci metodik elektronové paramagnetické rezonance (EPR) jsme i my piimo
prokézali vzestup produkce FR jednu hodinu po izolovaném flurothylovém zachvatu (Mares, J, v
tisku). Vzhledem k tomu, ze hypoxie a melatonin zmirfiuji negativni diisledky flurothylového
zachvatu na prostorové uceni, 1ze se domnivat, Ze i tyto negativni behavioralni diisledky souvisi s

produkci FR béhem ¢i v ndvaznosti na flurothylovy zachvat.

Hypotéza 5: Predtrénovanim (hypoxii) ¢i podanim latek ovliviwjicich redoxni homeostazu

(melatonin) Ize ovlivnit téz tizi fokalni ischemie.

Pro hodnoceni vlivu melatoninu a hypobarické hypoxie na tizi fokalni ischemie jsme vyuzili
fototromboticky model fokalni kortikalni ischemie - viz sekce 3. Metodika. Narozdil od jinych
autorti vyuzivajicich odlisnych modela ischemie (Gidday J.M. et al., 1994; Matsushima K. a Hakim
A.M., 1995) jsme u fototrombdzy neprokdzali ptiznivy efekt predchozi expozice hypobarické
hypoxii (9000 m n.m., 3 dny pfedem) na rozsah ischemické 1éze. Naproti tomu efekt podani
melatoninu 1h pfed zahajenim fototrombdzy byl nesporny. Ptiznivy efekt podani scavengeru FR v
tomto modelu vSak neni piekvapivy, nebot’ postihuje 1 hlavni mechanismus fototrombdzy, totiz
poskozeni endotelu singletovym kyslikem uvolnénym z Bengalské Cervené po ozateni laserovym
svétlem. Nas vysledek tak vlastn€ ptinasi dalsi diikaz o efektivit¢ melatoninu jakozto antioxidacni
latky. Otazkou ziistava, pro¢ nevedl preconditioning hypoxii ke stejnému vysledku. Je mozné, ze i
kdyz expozice hypoxii podpofti v cilové tkani jeji schopnost vyrovnat se se zvySenou produkci FR,
intenzivni produkce singletového kysliku na pocatku fototrombozy zcela presdhne dané
kompenzacni moznosti. Jakmile je singletovym kyslikem poskozen endotel, dojde k rozvoji
mikrovaskularni trombozy. MozZnosti reperfiize dané oblasti jsou v takovém piipad¢ velmi malé,
narozdil od okluze a. cerebri media (MCAO), pfi které je u laboratorniho potkana schopnost
kompenzace kolateralni cirkulaci zna¢na. DokaZze-li pfedchozi hypoxie navodit toleranci bunék k
ischemii, je Sance na pieziti bunék v oblasti penumbry u MCAO (ve srovnani s fototrombodzou)

vyrazné vetsi.

Hypotézy 6 a 7: V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke vzdalenym elektrofyziologickym

zmeénam. V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke vzdalenym zmenam excitability.
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V teoretické ¢asti dizertacni prace je diskutovana problematika vzdalenych dusledki fokalni
ischemie CNS: problematika diaschizy. Zajimalo nas, zda Ize takové vzdalené ovlivnéni pozorovat
také ve fototrombotickém modelu fokalni ischemie a zda nastava jiz v jeji hyperakutni fazi.
Testovali jsme ovlivnéni SEP n. ischiadicus (SEP) v ipsilaterdlni a kontralateralni senzomotorické
kife (oblasti pro zadni koncetinu). Kromé toho jsme hodnotili excitabilitu kortexu pomoci reakce
na fokalni kortikalni stimulaci a sledovani vyskytu spontannich zachvatd.

Pti elektrické stimulaci n. ischiadicus byly registrovany reprodukovatelné SEP jak z pravého
somatomotorického kortexu (primarni projekcni oblasti), tak z levé strany (ipsilateralni ke
stimulaci). Latence SEP byly v naSem pokusu srovnatelné s publikovanymi srovnavacimi studiemi
(Oguzhanoglu A. a Kurt T., 2001; Oguzhanoglu A. et al., 2003). Ve zjisténi, ze SEP n. ischiadicus
maji u potkana oboustrannou kortikalni reprezentaci, se shodujeme s jinymi autory (Angel A. a
Lemon R.N., 1975; Sakatani K. et al., 1990).

V naSem experimentu jsme pozorovali oboustranné ovlivnéni SEP béhem fototrombdzy, ale
téz u kontrolni skupiny vystavené pouze laserovému zaieni. U obou skupin doslo k bilateralnimu
snizeni amplitud nékterych komponent SEP béhem sviceni laserem. U zvifat s fotochemicky
navozenou ischemii vSak byla restituce SEP vpravo (v misté 1éze) delsi a mnohdy inkompletni,
zatimco u zvifat vystavenych pouze laserovému zaieni se amplitudy SEP fadové béhem minut
vracely k baseline stavu. Uplna restituce SEP byla publikovéna i v jinych modelech fokalni
ischemie, napt. permanentni MCAO u potkana (Sakatani K. et al., 1990). Autofi této prace
spekuluji, Ze oblast senzomotorické kiry pro zadni koncetinu se u potkana nachazi na hranici
jednotlivych povodi a ma zna¢né kolateralni cévni zasobeni. V naSich podminkéch je pfi¢inou spise
maly pocet bun€k postizenych ischemii béhem prvni hodiny fototrombozy. Pritomnost netuplné
restituce amplitud vSak jiz v této fazi naznacuje pfitomnost irevrezibilni patologie. Funkéni
ovlivnéni SEP v dasledku samotného laserového zafeni bylo velmi zajimavé a neCekané zjisténi.
Béhem sviceni jsme pozorovali snizeni amplitud nékterych komponent SEP (N1, P2 v misté sviceni
a P1, N1 kontralateraln¢) - piisobeni zafeni v naSich podminkam mélo tedy inhibi¢ni vliv. Nemnohé
prace na toto téma podporuji tvahu o mozném inhibi¢nim pusobeni zeleného laserového svétla s
vinovou délkou 532 nm na excitabilni buiiky. Bylo prok4zano, Ze ozafeni 532 nm laserem ma
schopnost inhibovat neurony hlemyzdé zahradniho (Helix aspersa) a to zvysenim kondukce pro
chloridové ionty (Reece P.J. et al., 2008). Olson dale dokumentoval snizeni excitability neurond
mozecku novorozenych krys v diisledku stejného laserového svétla a koreloval ho s
morfologickymi atypiemi motochondrii (Olson J.E. et al., 1981a; Olson J.E. et al., 1981b).
Ovlivnéni funkce mitochondrii v diisledku zeleného laserového svétla popsali 1 dalsi autofi (Kassak
P. et al., 2005). Vzhledem k parametriim laserového paprsku pouzitého v nasem experimentu
(vlnova délka 532nm, hustota vykonu 50 mW/mm?2, ozafeny povrch <1 mm2, pracovni tepolota
20-30 °C, odhadovana hloubka priniku 333 um) lze usuzovat, Ze pozorované fyziologické disledky
nejsou zpusobeny lokalni zménou teploty. S ohledem na piedpokladanou hloubku priniku paprsku
nelze vyloucit i ovlivnéni subkortikdlnich struktur. Vzhledem ke stereotaktickym koordinatam
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reprezentace zadni koncetiny ve VPL jadru thalamu nelze zcela vylou€it ovlivnéni této oblasti
laserovym svétlem. Lokalni inhibice v této struktuie by mohla castecné vysvétlit nami pozorované
vysledky. Biologické Gcinky laserového svétla pozorované v tomto pokusu se staly vychodiskem
dalsi experimentalni prace na toto téma (vlivu laserového svétla na interhemisférické odpovédi,
jednotkovou aktivitu a n¢které funkéné morfologické parametry).

U naSich zvitat jsme ani v jedné skupiné nezaznamenali akutni kindling. Zaznamenali jsme
vSak spontanni elektrografické zdchvaty. Zachvaty byly €etnéjsi ve skupiné vystavené fototromboze
oproti zvifatim vystavenym samotnému laserovému zafeni. Neptitomnost signifikantniho rozdilu
mezi skupinami Ize vysvétlit celkove nizkym poctem zachvatii ve skupinach. Pozorovali jsme
zachvaty se zacatkem jak z mista 1éze (zprava), tak bilateralné€, a dokonce nezavisle zleva.
Hyperexcitabilita ve fototrombotickém modelu byla dokumentovéana zejména v semichronickych in
vitro modelech na fezech mozkem s vyuzitim techniky stimulace parovymi pulzy (Buchkremer-
Ratzmann I. et al., 1996; Schiene K. et al., 1996). V subakutnim stadiu fototrombdzy byly
zaznamenany také lokalni a vzdalené zmény exprese GABAB receptorti (Que M. et al., 1999).
Jedind studie zkoumajici excitabilitu v akutnim stadiu fototrombdzy in vivo je studie Fujioky a kol.,
ktery pomoci stimulace parovymi pulzy zjistil hyperexcitabilitu v misté 1éze jiz 1 hodinu po
zahajeni sviceni (Fujioka H. et al., 2004). O mechanismech vedoucich ke zvySené excitabilité v
akutni fazi fokalni ischemie lze pouze spekulovat. Kromé plastickych zmén se nabizi moZznost
ovlivnéni excitability v disledku poruchy HEB, kter4 je ve fototrombotickém modelu (narozdil od
permanentni MCAOQ) vyrazné vyjadiena (Dietrich W.D. et al., 1987; Olsson Y. et al., 1971) ama
ziejmée k iktogenezi a epileptogenezi tizky vztah (Marchi N. et al., 2007; Westergaard E. et al.,
1978; Zappulla R.A. et al., 1985b).

Hypotéza 8: Vzdalené diisledky fokalni ischemie zahrnuji téz vzdalenou zménu propustnosti

hematoencefalické bariéry.

V poslednim z experimentii popsanych v této praci jsme si kladli otdzku zda ve
fototrombotickém modelu dochazi k vyznamné poruse HEB a zda je tato porucha pfitomna i ve
vzdalenych oblastech mozku. Testovali jsme, zda ptipadné zmény propustnosti HEB 1ze ovlivnit
typem pouzité anestezie. Ve shod¢ s jinymi autory (Hoff E.I. et al., 2005; Watson B. et al., 1985)
jsme v naSem fototrombotickém modelu pozorovali oblast rozsahl¢ poruchy HEB v okoli
nekrotického ischemického jadra. Kromé difuzné zvySené fluorescence EB-albuminu v kortexu v
okoli nekrotické 1éze jsme zaznamenali t€Z akumulaci EB-albuminu v jednotlivych bunkéach.
Vychytavani plazmatickych proteini nervovymi buiikami bylo popsano v riznych modelech fokalni
ischemie 1 jinych inzultt (Loberg E.M. et al., 1994; Loberg E.M. a Torvik A., 1991, 1992a, b; Matz
P.G. etal., 2001; Murakami K. et al., 1998; Remmers M. et al., 1999; Sokrab T.E. et al., 1990) a
vstup plazmatickych protein do bun¢k miize hrat diileZitou roli v epileptogenezi (Bolwig T.G.,
1988; Ivens S. et al., 2006; Seiffert E. et al., 2004).
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Rozsah perifokalni poruchy HEB byl pfi pouziti smési ketaminu-xylazinu vyrazné€ nizsi, nez
pii pouziti pentobarbitalu. Piipadny vliv azx-adrenergniho agonisty xylazinu na propustnost HEB
sice nelze vyloucit, ale autorovi neni znama publikace zkoumajici tento vztah. Naproti tomu snizeni
rozsahu perifokalni poruchy HEB po pfedchozim podani antagonisty NMDA receptorti (MK-801)
bylo dokumentovano téz v modelu tranzitorni MCAO (Yang G. et al., 1994) a i dikazy svéd¢ici pro
vztah NMDA receptori k integrité HEB jsou ¢etné: podani NMDA stimulovalo vychytavani
kienové peroxidazy (HRP) na izolovanych mozkovych kapilarach laboratorniho potkana (Koenig
H. et al., 1992), intrastriatalni injekce NMDA vedla k extravazaci Luciferové zluti, které bylo
mozné zabranit predchozim podani NMDA antagonisty (Miller R.D. et al., 1996) a NMDA
aplikovany pfimo na kortex vedl ke zvySeni permeability HEB (Chi O.Z. et al., 1997). Je vSak nutné
zminit, Ze existuji studie, které vztah glutamatovych NMDA receptorii k regulaci HEB nepotvrzuji
(Preston E. et al., 1998). Ve skupiné zvifat anestezovanych pentobarbitalem jsme (narozdil od zvitat
anestezovanych ketaminem-xylazinem) pozorovali t¢Z zménu propoustnosti HEB kontralateralng
(byt ve vyrazné mensi mite). Tyto vysledky l1ze povazovat za jakysi “proof-of concept”, Ze
mechanismy diaschizy se v uréitych situacich mohou dotykat i zmény propustnosti HEB, a ze
ovlivnéni HEB (podobné jako elektrofyziologické ¢i jiné cerebrovaskularni projevy diaschizy) ma
uzky vztah ke zménam neurotransmise. Cilem dalSich vyzkumt na toto téma by mélo byt presnéjsi
definovani podminek, za jakych ke vzdalené poruse HEB miiZze dochazet a posouzeni disledkt

tohoto jevu, pfedevsim jeho vztahu k epileptogenezi.
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. Zavéry

. Postiktalni inhibici po elektricky vyvolaném generalizovaném tonicko-klonickém zachvatu
(SSAD) Ize prolomit salvou ¢tyt pulzt o frekvenci 8 Hz.

. Pti opakovani flurothylovych GTCS dochazi ke sniZzeni prahu (latence) pro druhy ze zachvatt.
Podkladem tohoto jevu je pravdépodobné zména transkripce ¢asnych gent a plasticita na urovni
synapsi, nebot’ pozorovany interval mezi zadchvaty, nutny k vyvolani tohoto jevu, byl 3 dny.

. Jednotlivy GTCS (navozeny inhalaci flurothylu) dokaze dlouhodob¢ negativné ovlivnit
prostorové uceni. Tomuto negativnimu efektu Ize predejit vystavenim zvifat hypobarické hypoxii
tf1 dny pred zachvatem ¢1 poddnim melatoninu jednu hodinu pied zachvatem (nikoli po
zéachvatu). ZhorSeni prostorového uceni neni mozné ptipisovat neuronalnim ztratadm, rekurentnim
spontannim zachvatim ani pfetrvavajici poruse hematoencefalické bariéry.

. V podminkach fotochemicky vyvolané fokalni ischemie jsme neprokézali protektivni efekt
hypoxického preconditioningu. Melatonin jakozto scavenger volnych radikalti vyrazné pozitivné
ovlivnil vysledky fototrombozy.

. V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke vzdalenym elektrofyziologickym zménéam:
béhem akutni faze fototrombdzy dochdzi ke zméndm amplitud a latenci SEP n. ischiadicus nejen
v misté 1éze, ale i kontralateralné. V zrcadlové oblasti kiiry v§ak maji zmény pouze tranzitorni
charakter. Laserové svétlo (532 nm) pouzivané ve fototrombotickém modelu méa samo o sob&
elektrofyziologické (v naSem ptipad¢ inhibi¢ni) disledky.

. V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke vzdalenym zménam excitability a k vyskytu
spontannich elektrografickych zachvatl se za¢atkem nejen v mista 1éze (zprava) a bilateralnég, ale
téz nezavisle zleva.

. Vzdalené dusledky fokalni ischemie mohou zahrnovat téz vzdalenou zménu propustnosti HEB,

avSak pritomnost téchto zmén je vyrazné ovlivnéna druhem pouzité anestezie.
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