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1. Teoreticka ¢ast

1.1. Uvod

Hypoxicko-ischemické postizeni CNS a epileptické zachvaty maji fadu spolecnych
patofyziologickych ryst. Zakladni mechanismy, at’ uz poskozujici (excitotoxicita, volné radikaly,
zanét, zmeény propustnosti hematoencefalické bariéry, nekroticka a zejména apoptoticka bunécna
smrt), nebo reparacni (gliéza, neuroplasticita, neurogeneze, vaskularni proliferace) se vyskytuji u
obou typl poskozeni, mohou vsak byt vyjadieny v rizné mife a mohou probihat v rizném ¢asovém
horizontu.

Hypoxie, ale téZ globalni a fokalni ischemie CNS, jsou u lidi 1 v experimentalnich
modelech za ur¢itych podminek doprovéazeny epileptickymi zachvaty. Epileptické zachvaty naopak
akutné i1 chronicky ovliviiuji prutok krve mozkem (CBF). CBF a mozkovy metabolismus je zasadné
ovlivnén pii status epilepticus (SE). Zmény CBF mohou vyznamné pfispivat k patofyziologickym
diisledkim zachvati a mohou mit vztah i k nékterym jejich klinickym projevim (napf.
postparoxysmalni Toddove hemiparéze (Mathews M.S. et al., 2008; Yarnell P.R., 1975)).

Fokalni ischemie CNS ma casto dusledky ve vzdalenych, ale funk¢né propojenych oblastech
(diaschiza). Dochazi ke vzdalenému ovlivnéni nejen pritoku krve a metabolismu, ale téz
excitability (Andrews R.J., 1991; Buchkremer-Ratzmann I. et al., 1996b). Také v ramci fokalni
epilepsie! ¢asto dochazi k ovlivnéni metabolismu a perfiize vzdalenych oblasti (Stubgen J.P., 1995).
Sekundarni epileptogeneze v oblastech vzdalenych primarnimu epileptogennimu lozisku je téz
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 i pfi studiu disledkti opakované expozice epileptickym
zachvatim ¢i hypoxii/ischemii. Pfi opakovani inzultli se mtiZze odolnost vi¢i nasledujici expozici
zvySovat, nebo naopak snizovat. Epileptické tolerance (zvySeni odolnosti k opakovanym

epileptickym zachvatiim) byla dokumentovana napt. v modelu bikukulinovych kieci (Sasahira M. et

T Mezinarodni klasifikace epilepsii a epileptickych syndromii (ICEES, 1989) rozliSuje epilepsie a epileptické syndromy
parcialni (1), generalizované (2), bez moznosti uréeni zda parcialni ¢i generalizované (3), a specialni syndromy (4).
Termin fokalni epilepsie (v angl. focal epilepsy) je jako synonymum terminu parcialni epilepsie bézn¢€ pouzivan.
Mezinarodni klasifikace epileptickych zachvati (ICES, 1981) déli epileptické zachvaty obecné na parcialni (1),
generalizované (2) a neklasifikovatelné (3). Navrh nové klasifikace epileptickych zachvati a epilepsii (ILAE, 2001,
2006) kritizuje termin parcialni (v angl. partial = ¢astecny, netplny) a doporucuje jej nahradit terminem fokalni (focal),
ktery 1épe vystihuje piedstavu zachvatu vznikajiciho v urcité ohrani¢ené ¢asti mozku. V této dizertacni praci jsou
terminy fokalni a parcialni pouzivany jako synonyma. Piiklon k jednomu ¢i druhému terminu (zvlasté ve slovnich
spojenich) je volen dle tradi¢nich zvyklosti (napf. fokalni epilepsie a ne parcialni epilepsie; parcialni komplexni
zachvaty a nikoli fokalni komplexni zachvaty, atd.)
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al., 1995) ¢i pfi intrahipokampalni aplikaci kainatu (Lere C. et al., 2002). Fenomén kindlingu, tj.
postupného roznécovani epileptické odpovédi (a jeji generalizace) pii opakované indukci fokalnich
zachvatl je téz velmi dobtfe znam (Racine R.J., 1972). Ischemicka ¢i hypoxicka tolerance, zndm¢jsi
dnes pod pojmem ischemicky ¢i hypoxicky preconditioning, je zndma cca od poloviny minulé¢ho
stoleti. Ischemicky preconditioning byl podrobné studovéan zejména v srdci, ale cca od 90. let
minulého stoleti t¢Z v CNS (Kitagawa K. et al., 1990). Epileptickou a ischemickou toleranci Ize
navic vyvolat zkfizen€, napt. bylo pozorovano zmirnéni nasledkli fokalni ischemie diky piedchozi
expozici epileptickym zachvatiim (Plamondon H. et al., 1999), ¢i atenuaci disledkt
experimentalniho SE pomoci hypoxického preconditioningu (Emerson M.R. et al., 1999).

Studium spolecnych mechanismti hypoxie/ischemie a epileptickych zdchvati ma
nepochybny vyznam pro klinickou praxi. Miize ptispet mj. k pochopeni patofyziologie
symptomatickych epilepsii pii cévnich onemocnéni mozku (CMP), posthypoxickych epilepsii u
déti, postparoxysmalnich neurologickych deficitt ¢i pozdnich diisledkti SE. Kromé toho vSak vede
k hlubSimu pochopeni obecnych principti reakce nervové tkané na rizné posSkozujici déje a tak
umoznuje hledat nové terapeutické strategie.

Pokouset se postihnout v jedné praci vSechny vzajemné vztahy mezi hypoxii/ischemii a
epileptickymi zachvaty by bylo velmi nepokorné, a jisté¢ odsouzené k netspéchu. Zamétuji se proto
na nékteré vybrané funkcni disledky epileptickych zachvata a hypoxie/ischemie v akutnich
experimentech a moznostmi jejich ovlivnéni. Spole¢nym jmenovatelem této prace je téz teze, ze i
podnéty a inzulty o relativné malé intenzit¢ mohou i pfes neptitomnost zavaznych strukturalnich
zmén (bunéénd smrt) vést k vyznamnym a mnohdy i dlouhotrvajicim dasledkam.

V teoretické ¢asti shrnuji hlavni poznatky tykajici se vzdalenych disledki fokalnich 1ézi,
hypoxicko/ischemického preconditioningu, a podavam piehled akutnich modeli hypoxie, globalni a

fokalni ischemie a generalizovanych epileptickych zachvatt.



1.2. Vzdalené diisledky ischemie CNS a fokalnich epileptickych zachvati. Diaschiza.

Fokalni ischemické posSkozeni CNS a fokalni epileptické zachvaty ovliviiuji funkci bunék
nejen v misté 1éze a v jejim okoli, ale téZ v oblastech vzdalenych. Tyto vzdalené disledky mohou
byt vyznamné jak z patofyziologického, tak klinického hlediska. Kromé mozného podilu na
kompenzaci patofyziologickych zmén v lozisku mohou mit mj. uzky vztah k sekundarni
epileptogeneze.

Vzdalenymi dusledky fokalnich 1ézi CNS se jiz kolem roku 1870 zabyval Brown-Sequard
(Feeney D.M. a Baron J.C., 1986). Domnival se, Ze tyto jevy jsou podminény ovlivnénim excitace
¢i inhibice v oblastech funk¢éné propojenych s oblasti 1éze. Tento koncept podrobné rozvedl na
pocatku 20. stoleti vyznamny némecky neuropatolog Constantin Von Monakow, ktery zavedl termin
diaschiza, v pivodni definici oznacujici funkéni Gtlum (,,zastavu‘) v oblastech propojenych
s oblasti 1éze (v dlsledku ,,diskonekce* a ztraty excitace, nikoli aktivni inhibice). Ve vétSiné piipadi
mél na mysli ndhle vznikly funkéni Gtlum (,,Sok* — jako analogii k misnimu Soku). Dilezitou
vlastnosti diaschizy v originalnim pojeti bylo jeji pfechodné trvani — piisobenim aktivnich
reparacnich procest diaschiza postupné odezniva. Dynamika diaschizy a reparace se pro rizné
oblasti CNS a téz individualné lisi. ,,VIna diaschizy* se, podle Von Monakowa, §ifi po anatomicky
definovanych drahach. Popisuje diaschisis cortico-spinalis, commisuralis (zejména pies corpus
callosum) a associativa (asociacni vldkna v rdmci jedné hemisféry) (Feeney D.M. a Baron J.C.,
1986). Pozdéji se vyznam terminu diaschiza rozsifil na vSechny vzdalené disledky akutniho ¢i
chronického postizeni mozku (Meyer J.S. et al., 1993). Béhem poslednich Sedesati let byl blize
popsan charakter vzdalenych disledkd, jez zahrnuji zmény pritoku krve mozkem (cerebral blood
flow — CBF), zmény metabolismu (cerebral metabolic rate — CMR), ovlivnéni
elektrofyziologickych projevl (EEG, elektrokortikografie - ECoG, evokované potencialy - EP),
ovlivnéni neurotransmise a také vzdalené zmény genové exprese a proteosyntézy (Bidmon H.J. et
al., 1997). Moznosti vzdaleného ovlivnéni propustnosti hematoencefalické bariéry se dotykam v
experimentalni ¢asti této prace. Slater a kol. jako prvni studoval ¢asovy vyvoj transhemisférické
diaschizy u pacientli s CMP a zjistil, ze snizeni CBF v ischemii nepostizené kontralateralni
hemisféte se rozviji progresivné od pocatku iktu a dosahuje maxima v fadu 5-10 dni po piihodé
(Slater R. et al., 1977). Je tteba podotknout, Ze snizeni CBF v oblastech postizenych diaschizou

nevede k hypoxii a nemé zfejmé ani zietelné klinické projevy.



Konkrétni mechanismy podminujici diaschizu nejsou zndmy. Moznost, Ze jde o pouhé
koinciden¢ni nalezy ve vzdalenych oblastech v diisledku piedchozich inzult byla vylouc¢ena
studiemi jiz v 70. letech. Dulezitost funkéniho propojeni mista 1éze a oblasti postizené diaschizou
dokladaji zeyjména prace Andrewse, ktery v modelu retrakéni ischemie pozoroval vymizeni
kontralateralniho ovlivnéni CBF po protéti corpus callosum. Plivodni Von Monakowova predstava o
rozvoji diaschizy v dlsledku pferuSeni excitacni aferentace z mista 1éze do vzdalené oblasti je stale
pfijimana jako jedno z moznych vysvétleni. Nicméné projevy diaschizy napf. u fokalnich epilepsii
naznacuji moznost aktivnich mechanismii, napf. vzdalenou propagaci interiktalné zvysené aktivity
inhibicnich siti z oblasti epileptického loZiska. U fokélni ischemie nalézame v oblasti diaschizy (v
kontrastu k vySe zminénému poklesu CBF) spisSe zvySenou excitabilitu. Pficinou této diskrepance
muze byt prostorové usporadani a relativni rozsah ischemického jadra a penumbry: zatimco
pieruseni excitac¢nich spoju z oblasti ischemického jadra mitize vést k utlumu aktivity neuronti v
kontralateralni zrcadlové oblasti (a sekundarné ke snizeni CBF), spoje z oblasti penumbry (ktera
Casto sama vykazuje znamky hyperexcitability) mohou vést ke zvySené excitaci kontralateralnich
oblasti. Spole¢nym jmenovatelem vSech typt diaschizy je vSak zfejmé& naruseni tzv.
neurovaskularniho couplingu, tj. regulace CBF na zaklad¢ zmén neuralni aktivity (viz dale).

Pro tplnost je tfeba dodat, Ze k ovlivnéni excitability, CBF a CMR vzdalenych oblasti
mozku muze kromé diaschizy dochazet (akutn¢) i mechanismem S§ifici se deprese (cortical
spreading depression, CSD), kterou popsal Ledo jiz v roce 1943. CSD se projevuje vinou
depolarizace §ifici se v kortexu rychlosti 3-5 mm/min, ktera je doprovazena akutni hyperperfizi a
nasledovana protrahovanou hypoperfiizi (Leao A.A., 1986). CSD je zfejmé spousténa zejména
akutnim vzestupem extracelularni hladiny kalia a glutamatu a zasadni roli v jeji propagaci hraje
glie. CSD vsak byla GspéSné€ navozena i primarnim ovlivnénim cév (napt. podanim endothelinu-1)
(Dreier J.P. et al., 2002). Tento nalez mtze vysvétlovat piitomnost CSD napt. v rdmci vazospasmi u

subarachnoidalniho krvaceni.

1.2.1. Vzdalené zmény pritoku krve a metabolismu.

Normalni pratok krve mozkem (CBF) u dospélého ¢loveka Cini asi 50-65 ml/100g tkané/
min, coZ pro cely mozek €ini asi 750-900 ml/min, tj. asi 15 % klidového minutového srde¢niho
vydeje. CBF je uzce spjat s metabolickou aktivitou mozkové tkan€. Dle klasické predstavy je
regulovan zejména v zavislosti na arterialnim pCO2, pH a pO.. Pro regionalni zmény CBF v

diisledku zmén neuronalni aktivity je vSak vyznamnéjsi regulace ¢etnymi neuronalnimi a gliovymi



mechanismy (tzv. neurovascular coupling). Mozkové arterioly, kapilary, pericyty, astrocyty a
nervova zakonceni tvofi totiz uzce propojeny funkéni celek (neurovaskularni jednotku). V disledku
lokalni aktivace se regionalni CBF mize zvysit o 100 az 150 %.

Normalni hodnota spotieby kysliku mozkem se pohybuje kolem 3,5 ml/100g tkan&¢/min
(cerebral metabolic rate for oxygen - CMRO2), normalni parcialni tlak Oz v mozkové tkéani ¢ini 35—
40 mmHg. Pti poklesu pO: pod cca 30 mmHg se okamZité zpétnovazebné zvysuje CBF. Klinicky
vyznamna hypoxie pfitom nastava az pfi hodnotach pO: kolem 20 mmHg. Normalni spotieba
glukézy v mozku (cerebral metabolic rate for glucose - CMRGlu) €ini cca 5,5 mg/100g tkané/min.

In vivo méteni CBF a CMR je mozZné zejména diky metodam nuklearni mediciny:
jednofotonové emisni tomografii (SPECT) a pozitronové emisni tomografii (PET). Klasicky 33*Xe-
SPECT byl v klinické praxi nahrazen SPECT vySetfenim s vyuzitim **"Tc-HMPAO
(hexamethylpropylenaminoxim) a *™Tc-bicisatu. Tyto metody nicméné neumoziuji kvantitativni
méfeni CBF. V piipadé PET se pro zobrazeni metabolickych zmén obvykle vyuziva '®F-deoxy-
glukdza (FDG), ke kvantitativnimu méfeni CBF byla uspésné pouzita H2'50 a dalsi tracery. Z
ostatnich in vivo metod méteni CBF lze zminit perfiizni computerovou tomografii (CT), ktera
vyuziva diluéni princip s pouzitim jodoveé kontrastni latky a dale metody magnetické rezonance
(MRI). Nevyhodou perfiizniho CT je moznost méfit CBF pouze v jedné pfedem definované vrstvé.
MRI vyuziva k méteni CBF zménu magnetického pole pii priichodu MRI-kontrastu (Gd). Piesné
kvantitativni méfeni CBF ale MRI v sou¢asné dob& neumoznuje. Zcela zvlastnim ptipadem je
hodnoceni regionalnich zmén CBF ve vztahu k neuronalni aktivité pomoci funkéni MRI (fMRI).
Funk¢ni MRI vyuziva rozdilného chovéani oxyhemoglobinu a deoxyhemoglobinu v magnetickém
poli. V oblastech zvySené neuronalni aktivity (a tedy zvySeného metabolismu) dochézi ke kratkému
zvySeni obsahu deoxyhemoglobinu v krvi s naslednym zvySenim CBF a nartstem podilu
oxyhemoglobinu. Takto vyvoland zména magnetického pole je oznacovana jako BOLD signal
(blood oxygenation level dependent) a 1ze ji zaznamenat pomoci MRI.

Béhem fokalnich epileptickych zachvati ¢i pti fokalni elektrické stimulaci dochdzi
k lokalnimu vzestupu CBF a CMR v oblasti vzniku zachvatu (nebo elektrické stimulace) a v
oblastech, do nichz se zachvat (elektricka aktivita) §ifi (Nelissen N. et al., 2006; Tolias A.S. et al.,
2005). Mechanismy regulujici CBF v dusledku zmén neurondlni aktivity (tj. mechanismy
neurovaskularniho couplingu) nejsou zcela objasnény. Jiz Roy se Sherringtonem (1890) postulovali
zpétnovazebnou regulaci CBF pomoci produktti neurondlniho metabolismu. Tato ivaha byla
pozd¢ji podpotena zjisténim, ze v diisledku lokalniho zvyseni pCO;, zvyseni produkce adenosinu,

laktatu, ¢i zvySeni extracelularni koncentrace draselnych iont dochazi k regiondlni vazodilataci.
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Kvantitativnimi méfenimi zmén CBF a CMRO: v zavislosti na elektrické stimulaci se zabyval v 70.
letech podrobné Herman Metzger (Metzger H., 1979), jehoz vysledky naznaovaly moZnost
ovlivnéni CBF v dusledku aktivni sekrece neurotransmitert a neuromodulatorti, zejména oxidu
dusnatého (NO). Pozd¢jsi prace odhalily, Ze zasadni roli v lokalni regulaci CBF v zavislosti na
neuralni aktivité hraje glutamat a NO produkovany nitridergnimi neurony (Attwell D. a ladecola C.,
2002). Zvyseni glutamatergni synaptické aktivity vede k otevieni iontovych kanalt sdruzenych s
NMDA receptory. Nasledné zvySeni intracelularni hladiny kalcia vede v neuronech exprimujicich
neuronalni NO-syntazu (nNOS) k produkci NO. NO difunduje z nervovych zakonceni v té€sné
blizkosti cév k hladkému svalu arteriol. V buiikach hladkého svalu aktivuje NO enzym
guanylatcyklazu, coz zplisobi zvySeni intracelularni produkce cGMP. ZvySeni koncentrace cGMP
navozuje v hladkém svalu arteriol (cestou specifickych kinaz) jeho relaxaci, a tim vazodilataci a
zvyseni regiondlniho CBF. Produkce cGMP se zvySuje téZ pisobenim acetylcholinu produkovanym
cholinergnimi neurony inervujicimi cévni st€énu. Vyznamny podil na regulaci CBF maji ale 1
astrocyty (Pellerin L. a Magistretti P.J., 2004). ZvySené uvoliiovani glutamatu z presynaptickych
zakonceni aktivuje metabotropni glutamatové receptory (mGIluR) na membrané ptilehlych
astrocytl, coz vede ke zvySeni intracelularni koncentrace kalcia v astrocytech, k aktivaci
fosfolipazy A2 (PLA>), uvolnéni kyseliny arachidonové a sekundarné ke zvySeni syntézy
vazodilatacné pisobiciho prostaglandinu PGE». Soucasné dochazi k produkei nékterych
vazokonstri¢nich eicosanoidd, jejich syntéza je vSak zpétnovazebné tlumena NO a to zejména v
podminkach hypoxie. K vazodilataci pfispiva téz vySe zminény vzestup extracelularni koncentrace
kalia. Regulace extraceluldrni koncentrace kalia (tzv. spatial buffering) je pfitom jednou z
dualezitych funkci astrocyt.

Interiktalné je u fokalnich epilepsii pozorovana naopak hypoperfiize a hypometabolismus
v oblasti epileptogenni zony, ale téz ve vzdalenych castech CNS (diaschiza). V ptipad¢ epilepsie
temporalniho laloku je hypometabolismus pfitomen zejména ipsilateralné€ fronto-orbitalné,
kontralateraln¢ temporaln¢ a kontralateralné¢ v mozecku (zktizena cerebellarni diaschiza) (Engel J.,
Jr., 1984).

V disledku fokalni ischemie obecné dochazi ke snizeni lokalniho CBF. V oblasti penumbry
1ze n¢kdy pozorovat pfitomnost hyperperfiize, ktera je jinak charakteristicky pfitomna béhem
reperflize (Marchal G. et al., 1999; Takahashi A. et al., 1997; Tran Dinh Y.R. et al., 1997). Prutok
krve a zaroven 1 metabolismus ve vzdalenych oblastech, at’ uz ipsilateralng, nebo kontralateralné¢ se

méni v zavislosti na lokalizaci (ischemické) 1éze:

11



Léze v oblasti mozkového kmene: Pacienti s poruchou védomi v disledku poskozeni mozkového
kmene vykazuji bilateralni sniZeni kortikalntho CBF a CMR a zpomaleni v EEG (Lassen N.A.,
1959). U zvitat s jednostrannymi lézemi mozkového kmene dochdzi k redukci CMRGlu

v ipsilaterdlni mozkové klife a subkortikalni bilé hmot¢ (Lindsley B.D. et al., 1949). Léze v oblasti
serotonergniho ncl. raphe zptisobuji redukci CMRGlu v ncl. dentatus hipokampélni formace
(McCulloch J. a Edvinsson L., 1984). Léze v oblasti substantia nigra (SN) podmiiiuji redukci CMR
v ipsilateralnich frontalnich oblastech, ipsilateralniho striata a hypermetabolismu v kontalateralnim
globus pallidus a habenule (Feeney D.M. a Baron J.C., 1986). Tyto disledky bylo mozné

zablokovat poddnim dopaminergnich agonistl ¢i L-DOPA.

Léze v oblasti thalamu: Prace dokumentujici snizeni CMRO2 a CMRGlu v ipsilateralni hemisféie
v dusledku jednostrannych thalamickych 1ézi byly publikovany jiz v 80. letech (1*3Xe-SPECT a
pozdéji C1302 a 130,.-PET) (D'Antona R. et al., 1985). Tyto nalezy koreluji s tizi funkéniho deficitu
a zlepSuji se béhem rehabilitace. Vysledek byl reprodukovan i v novéjsich studiich u pacientt s
ischemickymi CMP postihujicimi thalamus (Tanaka et al. 1996). Thalamické 1éze u zvitat i u lidi
soucasn¢ indukuji velmi mirnou depresi CMR 1 v kontralaterdlni hemisféfe. Miize se jednat o
sekundarni projev — transkalosalni diaschizu (Girault et al. 1985). Snizeni ipsilateralniho
hemisferdlniho metabolismu miiZze byt zplisobeno anterogradni Wallerianskou degeneraci vlaken

z oblasti 1éze do vzdalené oblasti, retrogradni degeneraci (axony neuront ze vzdalené oblasti béZici
do mista 1éze), trans-synaptickou degeneraci kortikalnich neuront v dtsledku ztraty aferentt ¢i
snizenim aktivity kortikalnich neuront v nedostatku vstupnich impulsii (bez pfitomnosti neuronalni

degenerace).

Léze v oblasti bazalnich ganglii a bilé hmoty mozkové: Vzdalenymi funkénimi disledky 1ézi
v oblasti bazalnich ganglii a bilé hmoty se zabyvalo jen malo autort. U lidi je navic selektivni
postizeni bazalnich ganglii ¢i bilé hmoty vzacné. Jednostranné 1éze striata indukované u potkant
pomoci aplikace kainatu nezptisobuji metabolické zmény v kure (Kelly P.A.T. et al., 1982). ZvySuje
se vSak CMRGlu v ipsilateralnim globus pallidus a substantia nigra pars reticularis (SNR). Tento
efekt je blokovan podanim GABA agonisty muscimolu a autofi jej proto interpretuji jako projev
ztraty tonické GABAergni inhibice.

V modelech na zvitratech vedla léze v radiatio optica k metabolické depresi ipsilateralni
zrakové kury. U drobnych lakunarnich 1ézi nebyly signifikantni zmény CBF a CMR pozorovany.

K navozeni vyraznéj$i metabolické korové deprese je zfejme nutné soucasné postizeni thalamu.
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Tabulka 1.2.1.1: Projevy transhemisférické (transkalosalni) diaschizy u ischemickych ikt

Akutni (do 24h od poéatku inzultu) Subakutni a chronické (dny-mésice)

M¢éfteny parametr ipsilateralné kontralateralné ipsilateralné kontralateraln¢

1 (124-132% 1 (vlna N22, ne u

Amplituda SEP 1 &h fivodnich hodnot)’ P subkortikalnich
p infarktt)h
Amplituda THR - | ¢i beze zmény? nd nd
Wi C | ¢i beze zmény a
Paired-pulse inhibition nd nd (oblast penumbry)? Ll
| (pokles ma
ah | nebo 1 (vliv maximum 5-10 den,
CBF L rozsahu inzultu)®h L nasledné Uprava v
fadu mésict)"
CMRO;,, CMRGlu 1 ah beze zmény nebo |&h Ll beze zmény nebo |&h

Tabulka predklada pfehled nalezu jak z pozorovani u lidi, tak ve zvifecich modelech. Ve zvifecich
modelech je diraz kladen na méfeni v hyperakutni fazi (do 24h), naopak u lidi je tento Usek z
pochopitelnych divodi méné prozkouman. Naopak chronicka data jsou k dispozici vice u lidi, nez
u zvifat. Hodnoceni paired-pulse inhibition bylo provadéno u potkant 7-28 dni po jednostranné
okluzi a. cerebri media. Pocet Sipek naznacuje relativni velikost zmény. V tabulce neni zahrnuto
ovlivnéni vysledkl kal6zotomii, nebot se tyka pouze zvifecich modeld, nalezy jsou zna¢né
inkonzistentni a zavislé na zpusobu provedeni a pouzitém modelu.

2 prace na zvirecim modelu

h pozorovani u lidi

Zkratky: CBF = cerebral blood flow, CMRO2 = cerebral metabolic rate for oxygen, CMRGlu =
cerebral metabolic rate for glucose, IHR = interhemisféricka odpovéd’, nd = not done, SEP =
somatosenzorické evokované potencidly

Upraveno dle (Andrews R.J., 1991)

Kortikalni léze - transhemisféricka (transkalosdlni, interhemisféricka) diaschiza (viz Tabulka
1.2.1.1): U pacientt s kortikaln€ uloZzenou fokalni ischemickou 1¢zi (ischemickou CMP) bylo
opakovang pozorovano snizeni CMR a CBF nejen v postizené, ale i v kontralateralni hemisféte (tzv.
transkalosalni ¢i transhemisferické diaschiza). Ve studii Slatera a kol. vykazovalo 12 z 15 pacientl
s CMP tyden po vzniku léze bilateralni sniZzeni CBF (méfeno pomoci SPECT s inhalaci '33Xe ).
Podobné¢ vysledky publikovali i dalsi autofi (Meyer J.S. et al., 1979; Reivich M. et al., 1978).
Pozdé&ji byly tyto zmény reprodukovany s pouzitim '8 FDG-PET (Fiorelli M. et al., 1991). Narozdil
od zvifecich model vS§ak mohou byt zmény CBF a CMR u lidi vyrazné ovlivnény pfitomnosti
komorbidit ¢i medikaci. Ve zvifecich modelech neni kontralateralni snizeni metabolismu a CBF
pravidlem — viz napt. (Ginsberg M.D. et al., 1977; Hossmann K.A. a Schuier F.J., 1980; Reivich M.

et al., 1977). Piesto v jedné z novéjSich praci dokumentoval Kataoka a spol. v modelu MCAO u
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potkant snizeni CBF v oblasti 1éze a soucasné snizenou utilizaci glukdzy v ipsilateralnim thalamu a

v homotopické kontralaterdlni oblasti kortexu (Kataoka K. et al., 1989).

Kortikdlni léze - ipsilateralni diaschiza: Ke vzdalenému ovlivnéni mize dochéazet 1 v rdmci jedné
hemisféry (ipsilaterdlni diaschiza, tzv. diaschisis associativa ve von Monakowove¢ pojeti). Odliseni
ipsilateralni diaschizy od vlastni fokalni 1éze je slozité, zvlasté u ischemie CNS. Dochazi zde

k prekryvu mezi oblasti jesté zasaZenou ischemii (penumbra) a oblastmi intaktnimi, ale funkéné
utlumenymi v disledku diaschizy. Pomoci PET studii bylo sice zjisténo, Ze v hemisféfe ipsilateralni
k ischemickeé 1ézi dochazi k plosnému snizeni CBF a CMRO: (Astrup J. et al., 1981), nicméné¢ tento
nalez mize byt podminén fadou jinych faktorii nez diaschizou: pfitomnosti edému, zvySenim
nitrolebniho tlaku, buné¢nou smrti v oblasti penumbry, zasazeni subkortikalnich struktur apod. Tyto
metodologické potize zatim nevyfeSily ani zvifeci modely. Jak jiz bylo uvedeno vyse, ipsilateralni

vzdalené zmény CBF lze pozorovat téZ u pacienti s fokalni epilepsii.

Zkiizena cerebellarni diaschiza: Na zaklad¢ vySetteni PET popsal hypometabolismus v mozeckové
hemisféte kontralateralni ke kortikalni 1ézi (zktizenou cerebellarni diaschizu, CCD) jako prvni
Baron (Baron J.C., 1996). Tento fenomén byl posléze opakované pozorovan u pacientii CMP
(Kanaya H. et al., 1983; Lenzi G.L. et al., 1982), supratentorialnimi nadory (Patronas N.J. et al.,
1984) ¢i epileptogennimi 1ézemi (Nelissen N. et al., 2006). CCD se objevuje v disledku 1ézi
lokalizovanych ve frontdlnim i parietdlnim laloku, v thalamu, bazalnich gangliich a capsula interna.
Nejvyraznéjsi je pti rozsahlych postizenich zasahujicich vice nez jeden mozkovy lalok, ¢i naopak u
ohrani€enych 1€ézi v capsula interna. Byla popsana 1 zkiiZena cerebello-cerebralni diaschiza u
pacienta s mozeckovou ischemii (Broich K. et al., 1987). Pravdépodobnou pfic¢inou téchto
metabolickych zmén je ovlivnéni kortiko-pontinni dréhy, jejiz vladkna ptinasi prevazné excitacni
vstup granularnim buiikdm kontralateralni mozeckové hemisféry. Pii preruseni téchto vlaken mize
ztratou excitacni aferentace dojit k inhibici granularnich bun¢k. Vzhledem k tomu, Ze cerebro-
cerebellarni smycka je dobfe vyvinuta jen u primatd, bylo obtizné pozorovat CCD napft. u
laboratornich potkanti (Feeney D.M. a Baron J.C., 1986). Pon¢kud problematicky je fakt, ze CCD
neni transitorni. Naopak, po ischemickych ptihodach se mize v pribehu Casu spise zvyraznovat -
neni tedy splnéno zékladni Von Monakowovo kritérium diaschizy, tj. reverzibilita. Na druhou stranu
byla pozorovana i prechodna CCD, konkrétné u pacienti s epilepsii, u kterych byla ptechodné

vyfazena funkce jedné hemisféry amobarbitalem (Biersack H.J. et al., 1988). Funkéni (ipsilateralni)
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disledky takto vzniklé CCD jsou neposouditelné, s ohledem na pfevazujici obraz hemiparézy pii

vyfazeni hemisferalnich funkci amobarbitalem.

1.2.2. Vzdalené zmény excitability

Vzdalen¢ disledky fokalnich 1ézi se, krom& zmén CBF a CMR, mohou projevovat také
zménou excitability. Zatimco zmény CBF a CMR jsou méfitelné dnes jiz jasné definovanymi
reprodukovatelnymi metodami, hodnoceni zmén excitability je, zejména u lidi, metodologicky
interiktalnich epileptickych grafoelementt, vyskytu spontannich elektrografickych zachvati,
hodnoceni zmén amplitudy evokovanych potenciald, jiz od 80. let také pomoci transkranialni
magnetické stimulace (TMS). Ve zvifecich modelech je testovani excitability (tedy reakce na
elektricky podnét) snazsi. Hodnotit 1ze odpovédi pii riznych protokolech elektrické stimulace in
vivo a in vitro: stimulace parovymi pulsy (paired-pulse stimulation), hodnoceni prahu pro vyvolani
naslednych vyboji (SSAD), hodnoceni trvani a dalSich charakteristik SSAD, hodnoceni pfitomnosti
a parametrt postiktalni inhibice apod. Lze téz hodnotit pfitomnost a piipadnou facilitaci
dlouhodobé potenciace (LTP) a dlouhodobé deprese (LTD).

Experimentalni hodnoceni zévislosti zmén CBF a zmén excitability je metodologicky
nesnadné, protoze vySetfeni excitability (jako reakce na podnét) musi zahrnovat urcity druh
stimulace, kterd sama o sobé& navozuje v dané oblasti zmény CBF - jak ukazuji nékteré studie s
TMS. Vztah mezi excitabilitou a CBF je komplexni. ZvySena aktivita glutamatergni transmise
vyvolava vySe zminénymi (neurondlnimi, gliovymi a metabolickymi) mechanismy sekundarni
regionalni zvySeni CBF. Zvyseni CBF vsak teoreticky miize byt navozeno také zvySenim aktivity
inhibi¢nich gabaergnich okruhli (metabolické mechanismy, adenosin). Pokles CBF mulzZe vést v
zavislosti na své tizi a aktualni potteb€ Oz a energie ve tkani bud’ k obrazu utlumu neurélni aktivity
a snizeni excitability (smrt bun¢k v ischemickém jadie), k hyperexcitabilité (intra-ischemické
depolarizace v ischemické penumbie, CSD) ¢i zGstat z pohledu excitability bez odezvy.

Vzhledem k tomu, ze pferuSeni funk¢éniho propojeni mezi oblasti 1éze a oblasti diaschizy
prinejmensim v nékterych studiich zabranuje vzniku diaschizy (Andrews R.J. et al., 1993), je
pravdépodobné, ze primarné je ve vzdalené oblasti ovlivnéna neuralni aktivita a zmény CBF jsou
sekundarni. Pfitomnost hyperexcitability by v takovém piipad¢ byla spiSe nasledkem ¢astecného
snizeni CBF, nebo jevem na CBF zcela nezavislym.

Zmeény excitability 1ze zkoumat téz v zavislosti na lokalizaci éze:
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Léze thalamu: Zmény excitability neokortexu v disledku selektivnich thalamickych 1ézi nebyly
systematicky studovany. Pii jednostrannych 1ézich v oblasti nespecifickych projekénich jader
thalamu bylo pozorovano u lidi 1 ve zvifecich modelech ipsilateralni zpomaleni v EEG (zde vSak
nelze striktné vzato hovofit o zménach excitability) (Knott J.R. et al., 1985). Zpomaleni v EEG se
nachazi téz v disledku 1€zi v bilé hmot¢ a na kortiko-subkortikalnim pomezi (Gloor P. et al., 1977).
Jednotlivé kazuistiky pacientd s jednostrannymi talamickymi 1ézemi naznacuji ztratu inhibice v
ipsilateralnim motorickém kortexu (hodnoceno pomoci TMS) (Inoue M. et al., 2012; Liepert J. et
al., 2005). Podobny vysledek byl zaznamenan 1 v ojedin€lych studiich na zrakové kiife u kocek

(Singer W., 1982).

Ipsilaterdlni kortikalni zmény: Studie zabyvajici se excitabilitou vzdalenych oblasti mozkové kiry
ipsilateralné k 1¢ézi narézeji na stejné metodologické problémy, jako studie zabyvajici se vzdalenymi
ipsilateralnimi zménami CMR a CBF, tedy piedevs§im problém s odliSenim penumbry od jiz
intaktni, ale funkéné ovlivnéné oblasti mozku. Obecné lze fici, ze tkan v okoli ischemické 1éze
vykazuje spiSe zvySenou excitabilitu. Tento fakt dokumentoval ve fototrombotickém modelu u
potkani Domann a spol. pomoci stimulace parovymi pulsy — hyperexcitabilita v téchto
experimentech pietrvavala nejméné 60 dni po vzniku ischemie (Domann R. et al., 1993). Vysledky
byly replikovany 1 jinymi autory (Fujioka H. et al., 2004). Podobné jako u interhemisférického
ovlivnéni (viz déle) byla v okoli fototrombotické ischemické 1éze pozorovana down-regulace

GABAAreceptort (Que M. et al., 1999a).

Transhemisferické (transkalosalni, interhemisférické) ovlivnéni: Interhemisférické ovlivnéni
excitability je prozkoumano asi nejlépe (viz téz Tabulka 1.2.1.1). K popisu téchto zmén ptispél
vyznamné Kempinsky s vyuZitim riznych modelil fokalnich 1ézi mozkové kiiry u ko¢ek. Léze
vytvarel podvazovanim cév, elektrokauterizaci, lokdlnim zmrazenim apod. Jako prvni napf.
zkoumal vliv transsekce corpus callosum na amplitudu kontralateralnich evokovanych potenciald.
Formuloval také zakladni kritéria diaschizy: 1éze vyvolavajici diaschizu by méla byt ohranicena (1),
jev je podminén zménou funkce neuroni (2), projevuje se ve vzdalenych oblastech vici 1ézi (3), je
mozné identifikovat drahy funkéné propojujici obé oblasti (4) a jedna se o reverzibilni proces (5)
(Kempinsky W.H., 1956, 1958, 1966). Ve velmi dileZité praci z roku 1993 se Andrews a kol.
zabyvali disledky kal6zotomie na vzdéalené projevy fokalni ischemie. V modelu retrakéni ischemie

mozku u prasat pozorovali autofi pii intaktnim corpus callosum pfechodné zvyseni CBF a
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amplitudy evokovanych potencialii kontralateralné k 1€zi. Po transsekci corpus callosum se tento
efekt neprojevil (Andrews R.J. et al., 1993). Diisledky pfetéti corpus callosum na propagaci
epileptiformni aktivity (v modelu penicilinového epileptického loziska u potkanil) popsali jiz v 70.
letech Mares a kol. (Mares P. et al., 1978a). V modelu permanentni okluze a. cerebri media
(MCADO) a kortikalni fototrombdzy u laboratornich potkanti bylo pomoci stimulace parovymi pulsy
(test vypovidajici zejména o mife GABAergni inhibice) zjiSt€no zvyseni excitability v Sirokych
oblastech kontralateralni mozkové kiiry (Buchkremer-Ratzmann I. et al., 1996b; Reinecke S. et al.,
1999). Kontralateraln¢ k ischemické 1ézi byla dale pozorovana zvysena frekvence kratkych salv
epileptickych grafoelementli (Buchkremer-Ratzmann 1. et al., 1998). Tato aktivita nebyla tlumena
podanim NMDA antagonisty MK-801. Kontralateralné k fokélni ischemické 1€zi se ale vyznamné
snizuje vazebna denzita GABAA receptor (méfeno vazbou [*H]muscimolu) (Que M. et al., 1999b;
Que M. et al., 2000). Zaroven vSak nedochézi ke ztraté gabaergnich interneuronti (Frahm C. et al.,
2004). Zda se tedy, Ze fokalni ischemie vede ke kontralateralnimu funkénimu potlaceni GABAergni

inhibice a timto zplisobem k vySe uvedenym projeviim hyperexcitability.

1.2.3.Vzdalené zmény propustnosti hematoencefalické bariéry

Akutni (a chronické) zmény propustnosti hematoencefalické bariéry (HEB) lze in vivo
v klinické praxi hodnotit zejména na zakladé postkontrastnich MRI sekvenci, ¢ehoz se vyuziva se
predevsim pii zobrazovani mozkovych nadori. Tato metodika vSak postihuje spise hrubé
strukturalni 1éze HEB a nikoli jemné&;j8i funkéni zmény. Postkontrastni syceni na MRI se mliZze
vyskytovat u ¢asti pacientil v ¢asné fazi ischemické CMP — v takovém piipadée byva sdruzena
s vétSim rizikem hemoragické transformace ischemického loziska. Novéjsi metodou in vivo
hodnoceni permeability HEB je tzv. MRI permeability imaging (Bang O.Y., 2009) — s touto
metodou jsou vSak zatim jen omezené zkuSenosti a do praxe se nerozsitila. U epileptickych
zachvatl ani SE nebylo postkontrastni syceni (nezavislé na etiologii zdchvatt ¢i SE) pozorovano.
Po kumulovanych zachvatech mizeme zaznamenat abnormity na difuzné vazenych sekvencich,
které vSak vypovidaji spiSe o piitomnosti intracelularniho edému, nez o poruse HEB (Yafte K. et
al., 1995). U experimentalnich zvifat je k hodnoceni propustnosti HEB vyuzivana fada exogennich
tracertl, at’ uz fluorescencnich (napt. Evansova modr ¢i natrium fluorescein), nebo radioaktivné
znacenych. Hojné jsou téz vyuzivany imunohistochemické techniky ke zobrazeni endogennich i
exogennich proteint (napt. kfenova peroxidaza - HRP). Prehled experimentalnich metod

vyuivanych ke zobrazeni propustnosti HEB je uveden v Tabulce 1.2.3.1.
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Tabulka 1.2.3.1: Tracery a metody vyuzivané k hodnoceni propustnosti hematoencefalické bariéry

Exogenni tracery

Markery permeability pro proteiny
Evansova modf
Fluorescein isothiocynate-albumin (MW: 67,000)
Ktenova peroxidaza* (MW: 40,000)
Mikroperoxidaza* (MW: 1900)
125T-znageny sérovy albumin
14C-znacéeny dextran (MW: 70,000)

Markery permeability pro ionty a soluty
Iontovy Lanthan* (MW: 138.9)
Sodna sul fluoresceinu (MW: 376)
Lucifer Yellow (MW: 457)
Ruthenium Red* (MW: 800)
Fluorescein isothiocynate-dextran (MW: 3000)
14C-0, -Aminoisobutyrat (MW 103)
14C Sukréza (MW: 342)
14C- Methotrexat (MW: 455)
14C-Inulin (MW: 5000)

Extravazace endogennich proteini
Imunohistochemické hodnoceni plazmatickych proteinti

Immunoperoxidaza
Imunofluorescence

Immunogold technique

Tabulka predklada pfehled exogennich tracert (fluorescencnich nebo radioaktivné znacenych) a
imunohistochemickych metod k hodnoceni propustnosti hematoencefalické bariéry. Je zfejmé, ze
pro hodnoceni propustnosti pro ionty, soluty a proteiny je nutné vyuzivat rozdilnych tracert a
technik. Z hlediska hodnoceni typu poruchy hematoencefalické bariéry je také vyznamna
molekuldrni hmotnost jednotlivych tracert. (Upraveno podle (Nag, 2003)).

* hvézdickou jsou oznaceny exogenni tracery detekovatelné elektronmikroskopicky

MW = molekulové hmotnostiv Daltonech

Ptitomnost vzdalenych zmén HEB v ramci diaschizy nebyla u lidi systematicky zkoumana.
Pfesto ma tato myslenka svoje opodstatnéni. Jak uz bylo uvedeno vyse, vztah neuronalni aktivity
k lokalni regulaci CBF je velmi uzky. Existuji ditkkazy, ze glutamatergni transmise (cestou NMDA
receptoril) miiZze do znacné miry ovliviiovat propustnost HEB (Koenig H. et al., 1992; Pont F. et al.,

1995). Neni proto ditvod se domnivat, Ze by propustnost HEB nemohla byt zménéna v disledku
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fokalni 1éze 1 ve vzdalenych oblastech. Alterace mikroprosttedi vzdalenych neurovaskularnich
jednotek v disledku zvyseni propustnosti HEB by mohla ptispivat k funkénimu i strukturdlnimu
postizeni v téchto vzdalenych oblastech.

V jednotlivych zvifecich modelech fokalni ischemie se rozsah a anatomicka distribuce
poruchy HEB lisi. Je napftiklad pravidelné pfitomna v modelu transitorni MCAO a naopak obvykle
nebyva pfitomna v modelu permanentni MCAO (Nagaraja T.N. et al., 2008; Yang G.Y. a Betz A.L.,
1994). Pti bliz$i charakterizaci fototrombotického modelu zjistili jeho autofi pomoci extravazace
Evansovy modfi (EB) a kienové peroxidazy (HRP) porusenou HEB nejen v misté fototrombotické
1éze, ale i ve vzdalenych oblastech ipsilateralni hemisféry. Vyrazné kontralateralni zmény nebyly
pozorovany, nicméné inicialni prace nebyly na hodnoceni vzdalenych zmén cilené (Dietrich W. et
al., 1987b). V modelu tranzitorni fokalni ischemie pozorovali Murakami a kol. v butikach
vzdalenych oblasti mozku akumulaci EB (jenz je markerem extravazace sérového albuminu)
(Murakami K. et al., 1998). Autofi v této praci demonstrovali souvislost bun¢k akumulujicich
Evansovu modi a bun¢k podléhajicich apoptoéze. Funkéniho vyznam bunck akumulujicich
plazmatické proteiny byl diskutovan fadou dalSich autorti (Bolwig T.G., 1988; Ivens S. et al., 2006;
Seiffert E. et al., 2004). Zda se, ze se jedna o univerzalni jev v fad¢ typl postizeni. Nedavno byl
postulovan vztah tohoto jevu k epileptogeneze (Ivens S. et al., 2006). Vychytavani plasmatickych
proteint buitkami ve vzdalenych oblastech mozku v disledku fokdlnich 1ézi 1ze interpretovat jako
dasledek vzdalené poruchy HEB, nelze vSak vyloucit 1 jiné mechanismy. Napt. Tengvar a kol. ve
své velmi zajimavé praci popisuji axondlni transport HRP z mista fokalni chladové 1éze do
vzdalenych oblasti, a to i kontralateraln¢ cestou corpus callosum, a dokonce i1 do oblasti cervikalni
michy (Tengvar C. a Olsson Y., 1982). Axonalni transport sérovych proteinli z mista 1éze do
vzdalenych oblasti pfedstavuje dalsi moznost pohledu na funkéni diisledky fokalnich 1ézi a

vyzaduje podrobné&jsi experimentalni zkoumani.

1.3. Fenomén preconditioningu u ischemie CNS a epileptickych zachvati

Predtrénovani (preconditioning) 1ze obecné chépat jako navozeni pfechodné ¢astecné
tolerance k patologickému inzultu (obvykle hypoxii ¢i ischemii) pomoci pfedchdzejici expozice
leh¢i formé téhoZ poskozujiciho déje, ptipadné jinému déji s patofyziologicky podobnymi diisledky.
Hlavni motivaci ke studiu tohoto fenoménu je snaha o identifikaci molekularnich cili

zodpovédnych za navozeni tolerance a vyuziti téchto znalosti pfi navrhu novych terapeutickych
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strategii. Pochopeni mechanismu preconditioningu je diillezité téz pro vyzkum postconditioningu,
ktery jiz mé pfimy terapeuticky potencial.

Fenomén hypoxického/ischemického predtrénovani byl studovan zejména v myokardu (u
nas napt. (Ost'ddalova I. et al., 1998)) a mozku, déle napt. v reting, jatrech a ledvinach. Navozeni
tolerance bylo popsdno nejen u samotného hypoxického a ischemického poskozeni, ale téz
v modelech epileptickych zachvatl (napt. kainatového SE (Lere C. et al., 2002; Plamondon H. et
al., 1999), zachvatii po podani bikukulinu (Sasahira M. et al., 1995) a lithium-pilokarpinového SE
(Yang J. et al., 2007)). Hypoxie a ischemie navic nejsou jedinym moznym stimulem k navozeni
tolerance — preconditioning byl experimentalné indukovan pomoci hypertermie (Duveau V. et al.,
2005), hypotermie (Nishio S. et al., 1999), chemicky a elektricky navozenych epileptickych
zachvat (Mishima Y. et al., 2005; Plamondon H. et al., 1999; Sasahira M. et al., 1995; Towfighi J.
et al., 1999) (nikoli vSak spontannich zachvati (Herrmann M. et al., 2004)), pomoci §ifici se
deprese (Matsushima K. et al., 1996) a v disledku podéni fady latek: blokatori Krebsova cyklu a
respiracniho fetézce (Wiegand F. et al., 1999), erytropoetinu (Baker J.E., 2005; Yang J. et al., 2007),
desferioxaminu (Prass K. et al., 2002), isofluranu (Blanck T.J. et al., 2000; Kapinya K.J. et al.,
2002), trombinu (Granziera C. et al., 2007), tumor necrosis faktoru alfa (Nawashiro H. et al., 1997),
lipopolysacharidu (Zimmermann C. et al., 2001) a dalSich.

Za hlavni patofyziologicky mechanismus podminujici preconditioning se obecné povazuje
zména genove exprese a de novo syntéza ochrannych proteinti. Tato hypotéza je zalozena jednak na
casovych relacich mezi expozici indukénimu stimulu a rozvojem tolerance (potiebny interval cca
nekolik dni) a za druhé na faktu, Ze po podani blokatorti proteosyntézy k rozvoji tolerance
nedochazi (Barone F.C. et al., 1998). Vzhledem k experimentaln¢ dokumentovanému fenoménu
zktizené tolerance (navozeni odolnosti vii¢i ur¢itému inzultu pomoci inzultu jiného druhu, napft.
navozeni tolerance ke globalni ischemii pomoci kainatem indukovanych epileptickych zachvatt) se
dnes vétSina autorti piiklani k moZnosti spole€éného mechanismu podminujiciho vznik tolerance
v odli$nych experimentalnich situacich. Za hlavni faktory pfispivajici k navozeni ischemické
tolerance jsou povazovany: 1) aktivace bunécnych obrannych mechanismil, jako jsou antioxida¢ni
systémy, heat shock proteiny, regulace pro-apoptotickych a anti-apoptotickych proteinti aj. 2) na
tkanové urovni predevs§im regulace zdnétu a 3) posileni inhibi¢nich mechanismu oproti excitacnim.

Vyznamnou roli v preconditioningu pravdépodobné hraji volné radikaly (FR) (Perez-Pinzon
M.A. et al., 2005), nebot’ v riznych experimentalnich modelech bylo pozorovano zablokovani
preconditioningu po podani scavengerii FR (dimethylthiourea — DMTU, ebselen) (Puisieux F. et al.,

2004). V disledku preconditioningu ptekvapivé nebyla pozorovéna up-regulace antioxidacnich

20



enzymu (Puisieux F. et al., 2004), nicmén¢ byla dokumentovana zvySend mobilizace endogennich
antioxidantl, napt. kyseliny mocové (Glantz L. et al., 2005). FR maji uzky vztah k regulaci
proteosyntézy a genové exprese. Zmena redoxniho stavu bunék mize jednak pozménit pribeh
inzultu navozujiciho preconditioning a za druh¢ prabéh vlastniho poskozujiciho déje. Dal§im hojné
diskutovanym faktorem pfispivajicim k navozeni preconditioningu patii adenosin (Heurteaux C. et
al., 1995).

Disledky preconditioningu jsou ve vétSin€ piipadi hodnoceny histologicky. Rozhodujici je
zmirnéni rozsahu bunééné smrti v kli¢ovych (vulnerabilnich) oblastech (napft. region CA1 u
globalni ischemie ¢i rozméry fokalni 1éze v modelech fokalni ischemie). Navozeni tolerance 1ze
vSak hodnotit i pomoci funkénich parametrii, napt. kognitivnich testii (prostorové uceni) (Gozal D.
et al., 2003; Row B. et al., 2003). Tyto testy mohou byt citlivéjsi (viz experimentalni ¢ast této
prace). Funk¢ni testy mohou mit také v urcitych situacich vétsi vypoveédni hodnotu pro porovnavani

s klinickou situaci u ¢lovéka.

1.3.1. Ischemicky preconditioning v mozku

Kratka expozice experimentalnich zvitat ischemii ma protektivni dusledky pii opakované
expozici ischemii. Kdyz jsou za cca dva az Ctyfi dny zvifata exponovana druhé (letalni) ischemii,
nedojde v pripadé¢ globalni ischemie k zddnym zménam a v pripadé fokalni ischemie je rozsah
poskozeni vyrazné mensi (Lipton P., 1999).

V dusledku ischemie dochazi ke zménam genové exprese a k novotvorbé fady proteint.
Velmi zahy po vzniku ischemie je zvySena transkripce mRNA ¢asnych gend (immediate early
genes) c-fos, c-jun, junB, krox-20 a zif-268 (Akins P.T. et al., 1996; Honkaniemi J. et al., 1997).
Transkripce ¢asnych genti je blokovana podanim NMDA antagonisty MK-801 (a je tedy zfejmé
regulovana intracelularni hladinou kalcia ptes aktivaci glutamatovych NMDA receptorti) (Collaco-
Moraes Y. et al., 1994). Mize byt ovlivnéna i ptitomnosti volnych radikald. Neni dosud jasné, zda
produkty ¢asnych gent pisobi jako poskozujici, nebo protektivni faktory.

Velmi studovanou skupinou gent a proteint v souvislosti s mechanismy tolerance jsou heat-
shock proteiny. Z obecnych mechanismu indukujicich heat-shock proteiny ptipadd béhem ischemie
v tvahu zejména elevace intracelularni hladiny kalcia a dale elevace FR (reaktivnich sloucenin
kysliku a dusiku, ROS, RNS). V ptfitomnosti téchto induktord jsou z dimertt Hsp-HSF uvoliovany
heat-shock faktory (HSF), které translokuji do jadra a zde vazbou na responsivni elementy HSE

reguluji transkripci gent. Do Sir$i skupiny heat-shock proteinti 1ze zatadit 1 ubiquitin. U globalni
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ischemie dochazi k ploSnému snizeni jeho aktivity. Po cca tfech dnech se hladiny ubiquitinu vraci

k ptivodnimu stavu, avSak s vyjimkou oblasti CA1, kterd vykazuje nejvétsi miru bunécné smrti (Ide
et al. 1999). Up-regulace HSP se lisi jak mezidruhové, tak v riznych experimentalnich modelech. U
piskomill se fadové béhem minut po vzniku globalni ischemie ve vSech regionech hipokampu
zvysuje transkripce mRNA pro Hsp70, Hsc70 a Hsp90 a dlouho pak pretrvava (Simon R.P. et al.,
1991). Proteiny ze skupiny HSP70 jsou up-regulovany ve vSech oblastech krom¢ vulnerabilni
oblasti CA1l. Naproti tomu u krys jsou HSP70 vyrazné€ upregulovany i v CA1 (mozZn4 i silnéji nez

v relativné rezistentni CA3), a ptitom rozsah postiZeni je u piskomill a krys podobny. Tato
pozorovani ponc¢kud problematizuji pohled na heat-shock proteiny jako univerzalni faktory dulezité
pro pieziti bunék v ischemickych podminkéach. U fokalni transitorni ischemie je korelace mezi
HSP70 a ptezitim buné¢k 1épe vyjadiena. U transitorni ischemie MCA u krys vykazuji neurony
ischemického jadra nizkou aktivitu mRNA pro HSP70, proteiny ze skupiny HSP70 nebyly v jadie
imunohistochemicky prokézany (Kinouchi H. et al., 1993). Naproti tomu vyraznou aktivitu HSP70
vykazuji neurony v oblasti ischemické penumbry. Mechanismus, jakym by heat-shock proteiny
mohly navozovat toleranci vii¢i ischemii, neni zcela objasnén. Jednou z moznosti je inhibice
aktivace NF-xB (pfi ischemii je aktivovan a podporuje lokalni zdnét a mechanismy apoptozy)
(Feinstein D.L. et al., 1996). Hsp70 mtize inhibovat apoptozu blokadou aktivace fosfolipazy A2
(PLA2), ochranou integrity jadra viici kaspazam aj. Protektivni u€inek heat-shock proteinli mize
vyplyvat i z jejich primarni funkce chaperon - napomahani v udrZeni tvorby efektivnich proteinti
v podminkdach jinak naruSené proteosyntézy.

Dalsi skupinu molekul, které mohou mit vztah k ischemickému preconditioningu jsou
neurotrofni faktory. Ve vulnerabilni oblasti CA1 byla pozorovana niz8i bazalni koncentrace BDNF a
nizsi denzita receptorii tyrosin kinasy B (trkB). Dala by se tak mozna vysvétlit vétsi citlivost CAl
neuronll vi¢i poskozujicim inzultim. Experimentaln€ pozorovany neuroprotektivni efekt nizkych
davek glutaméatu ziejme souvisi s uvolnovanim BDNF v disledku aktivace NMDA receptorti a
vazbou BDNF na trkB receptory (Jiang X. et al., 2003). Aktivace tyrosinkindzového systému je
dualezita pro udrzeni proteosyntézy a ma sviij vyznam v regulaci apoptdzy. Experimentalné byl téz
potvrzen neuroprotektivni efekt exogenniho dodani riistovych faktort. Zajimavym faktem je, ze
neni nutné rustové faktory podavat s vyraznym ptedstihem, napt. byl prokazan neuroprotektivni
efekt BDNF pfii podani jiz 90s pied zahajenim hypoxie, a dokonce 1 kratce po navozeni ischemie.

Z téchto Casovych relaci mizZe plynout dilleZitost ptimého plisobeni ristovych faktori (napft.
inhibici apoptozy), spiSe nez sekundarnich zmén genové exprese. U fokalni ischemie u potkanti

(MCAO) nicméné¢ nebyl pozorovan rozdil v transkripci mRNA pro nervovy rastovy faktor (NGF),
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BDNEF a ciliarni neurotroficky faktor u zvirat s navozenou toleranci a kontrol, coz roli
neurotrofickych faktorii v ischemickém preconditioningu problematizuje (Pera J. et al., 2005).

Dosud nejlepsim kandidatem na statut kli€¢ového molekulérniho faktoru ischemického
preconditioningu v mozku je systém onkoproteint Bcl-2/Bax. Antiapoptoticky protein Bcl-2 je po
jednorazové globalni ischemii up-regulovan v relativné rezistentnich oblastech (a to jak v modelech
vyuZzivajicich piskomily, tak laboratorni potkany). Naproti tomu, mRNA pro Bcl-2 je zvySené
transkribovana i ve vulnerabilnich regionech (CA1). Zda se tedy, ze v oblasti CA1 nedochézi
k translaci mRNA pro Bcl-2, pravdépodobné z diivodu selektivnéjsiho naruseni proteosyntézy. Po
navozeni ischemické tolerance subletalni dvouminutovou globalni ischemii byla u piskomilt
naopak pozorovana zvySena imunoreaktivita Bcl-2 v CA1. Po jednominutové ischemii,
nedostacujici k navozeni ischemické tolerance nebylo zvySeni imunoroeaktivity Bcl-2 v CAl
pozorovano (Shimazaki K. et al., 1994). U fokalni ischemie jsou vysledky podobné: u jednorazové
ischemie je Bcl-2 v oblasti penumbry detekovéan jen minimalné, naopak v mozkové tkani vystavené
preconditioningu je exprimovan ve zvySené mife (Shimizu S. et al., 2001). Dal$im diikazem pro
tésny vztah mezi Bcl-2 a fenoménem preconditioningu je experiment, ve kterém
intracerebroventrikularni injekce Bcl-2 antisense oligonukleotidu vedla k snizeni exprese Bcl-2 a
zabranila navozeni tolerance u experimentalnich zvitat. Po podéni sense oligonucleotidu a
samotného CSF tento efekt nebyl pozorovan (Shimizu S. et al., 2001). ZvysSena exprese Bcl-2 byla
pozorovana 1 u jinych patologickych dé&ji (napi. kainatového SE (Wang C.H. et al., 2005)), a mohla
by byt jednim z hledanych spolecnych molekuldrnich mechanismt preconditioningu.

Otazkou ziistava, jaky mechanismus podminuje protektivni roli Bel-2. Mezi vyznamné
ucinky Bcl-2 patfi stabilizace mitochondrii, zlepSeni jejich schopnosti pufrovat intracelularni
kalcium, inhibice tvorby membrane transition pore (MTP) a blokada uvolnéni cytochromu C z
mitochondrii a endoplasmatickémo retikula (Nakatsuka H. et al., 2000). VSechny tyto G¢inky
zpusobuji inhibici apoptdzy.

Proapoptoticky protein Bax je exprimovan v podstaté opacnym zplisobem nez Bcl-2, tedy
po jednorazové ischemii vice v CA1 u globdlni ischemie a v penumbfe u fokalni ischemie.
Ischemicky preconditioning této up-regulaci brani. Souhrnné lze fici, Zze vS§em uvazovanym

mechanismim je spolecné potlaceni apoptdzy a udrzeni efektivni proteosyntézy.
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1.3.2. Cerebrovaskularni disledky ischemického preconditioningu.

Kromé mechanismt zvysujicich u bunék vystavenych ischemii Sanci na pfeziti, mize
preconditioning vést ke zmirnéni vlastnich poskozujicich mechanismi. Zejména se jedna o
ovlivnéni cerebrovaskularnich diisledkt ischemie. Této neméné zajimavé oblasti je zatim vénovano
méné pozornosti, neZ mechanismiim neuroprotekce, avSak urcitd data k tomuto tématu existuji.

V modelu MCAO byla jako disledek ischemického preconditioningu pozorovana redukce
extracelularniho edému a zmensSeni rozsahu naruSeni HEB (méteno prestupem [3H]inulinu)
(Masada T. et al., 2002). Vysledky replikovali ve stejném modelu Zhang a spolupracovnici (s
vyuzitim Evansovy modrfe jako indikatoru porusené HEB), kteti kromé toho prokazali snizenou
traskripci mRNA pro matrixovou metaloproteinazu-9 (MMP-9; enzym implikovany m;.

v patogenezi poruchy HEB u fokalni ischemie) a snizenou expresi samotné MMP-9 v dusledku
ischemického preconditioningu (Zhang F.Y. et al., 2006). Podobna redukce extracelularniho edému
a obecné sniZeni rozsahu 1éze u fokélni ischemie byla pozorovana po intracerebralni injekci
trombinu (Masada T. et al., 2000). Zatimco aplikace vysoké davky trombinu vede k ischemii a
vyraznému extracelularnimu edému, malé davky trombinu tomuto efektu brani (tzv. trombinovy
preconditioning). Pfi¢ina protektivniho efektu trombinu neni zndma. Ziejmé je ale nutna interakce
trombinu s jeho specifickym receptorem. K navozeni trombinového preconditioningu je nutna
aktivace c-JUN-N-terminal kindzy (Granziera C. et al., 2007). Byl uvazovan téz vztah tohoto
fenoménu k aktivaci heat-shock proteint, zejména Hsp27 ¢i zvySené expresi hypoxia inducible
faktoru 1 (HIF-1).

Zajimavou oblasti je zkiizeny preconditioning, zejména mezi epileptickymi zachvaty a
hypoxii €1 ischemii. Studie v této oblasti by mohly pfinést zajimavé nové pohledy na patofyziologii

jak epileptogeneze, tak ischemického poskozeni.
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1.4. Modely hypoxického a ischemického poskozeni CNS.

Klasicka patofyziologie rozdéluje hypoxii (nedostatek Oz ve tkdnich) na (1) hypoxickou
(zptsobenou snizenim arteridlniho pO2), (2) transportni, pii které je snizeno mnozstvi hemoglobinu
prendsejiciho Oz do tkani, (3) ischemickou (stagnacni), pti které je snizena nebo prerusena dodavka
Oz do tkani v disledku sniZeni pritoku krve, a (4) histotoxickou, pfi které nejsou schopny tkané
ucinné kyslik vyuzivat. Pfestoze mé poSkozeni pii hypoxické a ischemické hypoxii fadu spole¢nych
mechanismdl, je tfeba tyto dva typy odliSovat.

Disledky hypoxické hypoxie CNS ovlivituje zejména jeji tize (mira poklesu arterialniho
p0O2), délka trvani a doprovodné metabolické faktory (napf. ptitomnost hyperglykémie aj.). Pro
disledky ischemické hypoxie (tj. ischemie) CNS je rozhodujici, zda $lo o inzult permanentni ¢i
tranzitorni (kde se zna¢nou mérou uplatituje tzv. reperfiizni postiZzeni) a zda se jedné o ischemii
globélni ¢i fokalni. Pro druhou z uvedenych je charakteristicky gradient postizeni smérem od centra
do periferie, kdy lze rozlisit tzv. jadro ischemie (“ischemic core”) a oblast ischemického polostinu
(penumbry).

Tyto faktory se snazi zohlednit i experimentalni modely hypoxického a ischemického
poskozeni CNS. [In vivo modely lze podle typu inzultu délit na ¢tyfi skupiny (viz Tabulka 1.4.1-4.):
1) modely hypoxické hypoxie 2) modely globalni ischemie (kompletni vs. inkompletni), 3) modely
fokalni ischemie (permanentni a tranzitorni) a 4) modely hypoxie/ischemie, napt. tzv. Leviniv
model, pii kterém je jednostranna okluze arteria carotis interna kombinovana se systémovou
hypoxii (Levine S., 1960). In vitro modely se snaZi zohlednit rozdilnost situace pfi hypoxické a
ischemické hypoxii tim, Ze exponuji fezy mozkem ¢i bunééné kultury anoxii, ¢i anoxii v

nepfitomnosti glukozy (tj. in vitro ischemii).

1.4.1 Hypoxicka hypoxie

Modely hypoxické hypoxie (viz Tabulka 1.4.1.) 1ze vyuzit ke studiu disledkd pobytu ve
vysoké nadmotské vySce a dale vSech chorob projevujicich se hypoxickou hypoxii, at’ uz jde o
onemocnéni vznikla v disledku selhani transporu plynt v plicich, ¢i v dasledku venozniho zkratu.
In vivo 1ze normobarickou hypoxickou hypoxii navozovat u anestezovanych zvitat ventilaci tzv.
hypoxickou smési (kdy se koncentrace Oz pohybuje kolem 9%), anebo Cistym N». Prace vyuzivajici

téchto modell na riznych druzich laboratornich zvitat byly publikovany jiz od 30. let minulého
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Tabulka 1.4.1.: Modely hypoxické hypoxie CNS in vivo

Model Provedeni Autor Poznamka

rizné varianty zahrnuji

anestezovana zvifata, UPV y S
soucasnou hyperkapnii i

Ventilace hypoxickou smési ~ smési s nizkou koncentraci Yant, 1934 Kapnii. riznd
0 (9%) normokapnii, rizné
2 druhy zvitat
. t 4 zvitata, UP .
Ventilace N> anes ezovar;al\i\/lra a, UPV Hicks, 1950 —

zavazna hypotenze

navozena krevni ztratou Harper, 1965 T

Arteficialni hypotenze

nevyzaduje anestezii,
Jilek, 1953* tize a délka hypoxie
variabilni

snizeni tlaku vzduchu v

Hypobaricka hypoxie hypobarické komote

Prvni t_F,i uvedené lze modely Ize oznacit za normobarické, v kontrastu s hypobarickou
EpropXé:barické a hypobarické komory jsou znamy jiz od konce 19. stoleti, citovany odkaz je
jedna z prvnich praci vyuzivajici hypobarické hypoxie pfi vyzkumu dusledkd hypoxie CNS u
laboratorniho potkana. UPV = uméla plicni ventilace

stoleti. Béhem pokusu Ize kontrolovat téZ parcidlni tlak CO2 v krvi ¢i riznym zptsobem ovliviiovat
metabolické parametry. Kromé zna¢né invazivity je nevyhodou téchto modelt nutnost celkové
anestezie, ktera miize vyznamné ovliviiovat vysledky.

Ve své praci vyuzivam ke studiu hypoxického preconditioningu model hypobarické hypoxie.
Pomoci hypobarické komory 1ze navozovat hypoxii u volné pohyblivych zvifat bez nutnosti
anestezie, pfitom tiZi hypoxie lze snadno regulovat mirou poklesu tlaku vzduchu v komote.
Vyhodou je téZ moznost exponovat stejnému piesn¢ definovanému stresoru vice zvifat najednou.

Hyperbarické a hypobarické komory jsou zndmy jiz od konce 19. stoleti. Zakladateli a
propagéatory jejich experimentalniho vyuziti pro vyzkum hypoxie CNS byli u nas jiz v 50. letech
prof. Lubor Jilek a prof. Stanislav Trojan (Jilek L. a Myslivecek J., 1953; Trojan S. a Jilek L.,
1962). Lze simulovat akutni, chronickou ¢i intermitentni hypobarickou hypoxii. V nasich
experimentech pouzivame simulaci hodinového vystupu do vyse 9000 (nebo 8 000) m. n. m. (akutni
hypobarickd hypoxie). V tomto modelu je béhem 10 minut barometricky tlak v komofe sniZzen na
210 mmHg (pO2 = 44 mmHg), tato hodnota je nasledné udrzovana po 40 minut a béhem poslednich
10 minut je postupné tlak vracen zpét k vychozi hodnoté. Parcialni tlak CO; je udrzovéan na
normalnich hodnotéch.

Mira strukturalniho poSkozeni mozku pfti hypobarické hypoxii zavisi jednak na jeji tizi, ale
také na celkové délce jejiho trvani. Zatimco v naSem modelu hodinové expozice vysi 9000 m n.m.
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nebyly morfologické zmény pozorovany (Mares J. et al., 2005), u dvoudenni expozice vysce 6400
m n.m. (pO2 = 74 mmHg) jiz byly nalezeny lehké abnormity dendritl pyramidovych bunék
hipokampu (Titus A.D. et al., 2007). U tiidenni (a delsi) expozice vysce 6100 m n.m. (pO2 =77
mmHg) byla u laboratornich potkant zjiSténa snizend arborizace dendritli, mensi pocet
dendritickych trnl a soucasné piitomnost apoptdzy ve vSech vySetiovanych oblastech hipokampu
(Maiti P. et al., 2008). U zvitat vystavenych 24h trvajici hypobarické hypoxii pii barometrickém
tlaku 330 mmHg (pO: = 69 mmHg) bylo jiZ pozorovano regionalni zvySeni propustnosti
hematoencefalické bariéry (Natah S.S. et al., 2009) a tento jev byl potencovan soucasnou
hypertermii. U nezralych zvifat vede zvlasté protrahovana hypobarickd hypoxie k zavaznym
strukturdlnim a funkénim zménam, zejména v oblasti hipokampu, corpus callosum, ale tézZ
neokortexu (Langmeier M. et al., 1989).

Kratkodoba hypobarickd hypoxie nemusi vést ke strukturalnim zménam, ma ale dalsi
vyznamné patofyziologické dusledky. Dochazi pti ni k dysfunkci mitochondrii (Wustmann C. et al.,
1987) se soucasnou zvysenou produkci volnych kyslikovych radikélii (ROS) (Koudelova J. a
Mourek J., 1994) a k indukci ¢asnych genti. Charakteristickou odpovédi na kratkodobou hypoxii je
alterace nitridergnich systémi, jako napt. zvySeni aktivity neurondlni NO-syntazy (nNOS) a
neenzymaticka nitrace tyrosinovych rezidui. Tyto zmény byly opakované pozorovany napt. u
pyramidovych bun¢k CA3 oblasti hipokampu (Castro-Blanco S. et al., 2003; Encinas J. et al.,
2003). Strukturalni a funkéni postiZzeni hipokampu hypobarickou hypoxii vysvétluje také kognitivni
dysfunkci pritomnou jak u lidi, tak laboratornich zvitat vystavenych nizkému barometrickému

tlaku, pfi¢emz tize kognitivni dysfunkce koreluje s hloubkou a délkou hypoxie.

1.4.2. Globalni ischemie

Modely globalni ischemie (viz Tabulka 1.4.2.) simuluji situaci Gplného pieruseni pritoku
krve mozkem - napf. pii srdecni zastave. Pfi modelovani globalni ischemie je tfeba vzit v potaz
znacné mezidruhové ale i interindividualni rozdily v rezistenci viic¢i ischemii a kolateralni cirkulaci
u jednotlivych laboratornich zvitat. Podle stupné pferuSeni priitoku 1ze rozliSovat modely kompletni
a inkompletni globalni ischemie.

Mezi modely kompletni globalni ischemie patii srdecni zastava (Ekholm A. a Siesjo B.K.,
1992), podvaz cévniho svazku vystupujiciho ze srdce (Pluta R. et al., 1994), dekapitace, a

mechanickd komprese krénim limcem (Ljunggren B. et al., 1974). V téchto modelech je pratok krve
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Tabulka 1.4.2.: Modely kompletni a inkompletni globalni ischemie in vivo

Model Provedeni Autor Poznamka
Srde¢ni zastava — Ekholm,1992 CBF < 1% kontrol
Uzéver viech tepen Ao podvaz cévniho svazku Pluta, 1991 CBF < 1% kontrol
oblouku
Mechanické sti§téni limcem — Ljunggren, 1974 CBF < 1% kontrol
Dekapitace — — —
Koagulace obou VA a CBF v hipokampu, striatu
Four-vessel occlusion (4-VO) piechodné podvazani obou Pulsinelli, 1979 i neokortexu < 3%
CCA kontrol; neni anestezie

B . ) Podvaz obou CCA a CBF v hipokampu, striatu
Two-vessel occlusion (2-VO) snizeni sTK na cca 50 Smith, 1984 1 neokortexu < 1%;
u potkana .

mmHg anestezie

piskomil nema aa.
Kirino, 1982 comunicantes posteriores;
neni anestezie

Two-vessel occlusion (2-VO) Prechodné podvazani obou
u piskomila CCA bez snizeni TK

inhalace smési s niz§i
koncentraci Oz,
modifikace podle
Ikonomidou et al.
zahrnuje hypobarickou
hypoxii, anestezie

kombinace hypoxické
Hypoxie/ischemie hypoxie s jednostrannou Levine, 1960
okluzi CCA

Vysvétlivky: CBF = pratok krve mozkem, CCA = a. carotis communis, ICA = a. carotis
interna, TK = krevni tlak, VA = a. vertebralis

mozkem omezen na mén¢ nez 1% vychozich hodnot. Zvitata je vsak tieba uvést do celkové
anestezie.

Vétsi popularitu ziskaly modely inkompletni ischemie, kde se pokles priatoku pohybuje od 1
do 3 % vychozich hodnot. Mezi nej¢astéji pouzivané metody patii tzv. four vessel occlusion (4-VO)
a two vessel occlusion (2-VO) u laboratorniho potkana a dale two-vessel occlusion u piskomila (2-
VOg). V prvnim ptipad¢ je po predchozi koagulaci vertebralnich arterii (VA) potkana proveden
podvaz obou aa. carotides communes (CCA). Nalozeni sutury a koagulace VA probiha v anestezii,
uzavieni CCA jiz probiha u zvifat pfi védomi. Timto zpiisobem je dosazeno snizeni pritoku krve
mozkem na cca 3% bazalnich hodnot (Pulsinelli W.A. a Brierley J.B., 1979). V pfipad¢ 2-VO je u
potkant kombinovan podvaz obou CCA s fizenou hypotenzi (sTK 50 mmHg). V tomto piipade
probiha pokus v celkové anestezii a pokles pritoku se pohybuje na urovni cca 1% vychozich

hodnot. Mén¢ naro¢nou verzi podobné metody predstavuje 2-VO u piskomila (2-VOg). Piskomil
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nema vyvinuté aa. communicantes posteriores a podvaz obou CCA se tudiz projevi prakticky
uplnym pterusenim pratoku krve mozkem.

Pro vSechny modely globalni ischemie plati, ze 1 kratkodobé ischemické inzulty (v fadu
minut) maji rozsahlé morfologické diisledky. Rizné oblasti mozku jsou vSak k ischemii rizné
citlivé. Nejvyraznéjsi zmény (bunécnou ztratu) 1ze pozorovat v oblastech CA1 a CA4 hipokampu,
dale pak ve striatu a ve druhé a paté vrstvé neokortexu. Fylogeneticky mladsi oblasti, napf.
cerebellum, jsou k ischemii téz vice citlivé. Gliové bunky vykazuji obecné vétsi odolnost vici
ischemii nez neurony.

Velmi charakteristickym jevem pro ischemickou bunécnou smrt je del$i asovy odstup mezi
vlastnim inzultem a rozvojem morfologickych zmén (12h az né€kolik dni). Pro rozsahlou oddalenou
neuronalni ztratu pfitom postacuji (zejména ve vulnerabilnich oblastech) velmi kratké inzulty. Napf.
pro smrt 75% neuroni CA1 postacuje 3,5 minutova expozice globalni ischemii, po 5 minutové
expozici jiz odumira veSkera bunécna populace. Hlavnim patofyziologickym mechanismem

oddalené bunétné smrti je excitotoxicita a poskozeni volnymi radikaly.

1.4.3. Fokalni ischemie

Experimentalni modely fokélni ischemie (viz Tabulka 1.4.3-4.) jsou nezastupitelné pti studiu
patofyziologie ischemickych cévnich mozkovych ptithod (CMP) nejrizné;si etiologie. Oproti
etiopatogeneticky heterogennim ischemickym CMP u lidi jsou 1éze v experimetalnich modelech
relativné uniformni, je moZzno odstupiiovat tizi ischemie, 1ze dobie kvantifikovat patologické
disledky. Bohuzel, korelace vysledki ziskanych na experimentalnich modelech s vysledky
klinickych studii u lidi neni vysoka (zejména pfi testovani neuroprotektiv). Mezi pfi¢iny tohoto
neuspéchu patii jednak znacné (a v soucasné dob& nemodelovatelné) rozdily mezi jednotlivymi
pacienty s CMP jako jsou vek, komorbidity, 1éky, genetické faktory apod., ale na druhé stran€ 1
metodologické nedostatky experimentalnich studii (malé skupiny zvitat, nedostate¢né monitorovani
fyziologickych funkci, nedokonald histologicka analyza, ¢i nevhodné zvolené end-points - napf.
ptili§ ¢asné hodnoceni rozsahu 1éze a vyrazna mezidruhové 1 vnitrodruhova variabilita
experimentalnich zvitat (Krysl D., 2007)).

V modelech fokalni ischemie neni pokles pritoku krve mozkem tak vyrazny, jako u
ischemie globalni. K vyvolani dostate¢nych patologickych zmén je proto obvykle tfeba delsi
expozice. Jak jiz bylo zminéno, dochézi u fokélni ischemie diky kolateralnimu ob&hu k

odstupiiovani tiZze ischemie od tzv. jadra (s poklesem priitoku cca na 15% a poklesem ATP ptiblizné

29



Tabulka 1.4.3.: Modely permanentni fokalni ischemie in vivo

Model Provedeni Autor Pozniamka
podvaz MCA po odstupu z znacéna variabilita ve
P . ICA a pfed odstupem aa. velikosti 1éze a miry sniZzeni
ermanentni

lenticulostriatae; novéji
zavedeni nylonového vlakna

cestou ICA az k odstupu
MCA, nekdy téz podvaz ipsi

CCA a transsekce ECA

chirurgicka proximalni
okluze a. cerebri media
(p-pMCAO)

Permanentni
chirurgicka okluze
distalni a. cerebri media
(p-dMCAO)

koagulace MCA za odstupem
aa. lenticulostriatae s
podvazem ipsi CCA

Fototromboticka okluze
distalni a. cerebri media
(PT-dMCAO)

osviceni distalni MCA po
podani Bengalské ¢erveni
zelenym svétlem

Okluze distalni a.
cerebri media topickym
podanim endothelinu-1

aplikace 120 pmol ET-1 (ve 3
ul) kanylou stereotakticky
umisténou nad distalni MCA

(ET-dMCAO)

i.v. aplikace fotodynamického
Kortikalni generatoru (Bengalské
fototrombodza Cerveni) nasledované

osvicenim mozku zelenym
svétlem

Intrastriatalni podani
endothelinu-1

lokalni injekce ET-1 do striata
u potkana

Aplikace endothelinu-1 jednostranna aplikace ET-1 na
na povrch mozku FP kortex potkana

Intrakortikalni podani
endothelinu-1

mikroinjekce 10 pmol ET-1
do zvolené oblasti

CBF, hypertermie jako
projev ischemie
hypothalamu, pozdni
protrahovana porucha HEB,
anestezie

Tamura, 1981, Koizumi,
1986

bez soucasného podvazu
CCA nedostatecny pokles
CBEF, anestezie

Buchan, 1992

signifikantni snizeni CBF
po 1h, ischemie kortexu i
striata, anestezie

Nakayama, 1988

béhm 10 min pokles sTK o
20% a CBF 0 93%, zvySeni
CBEF ve globus pallidus,
SNR, thalamu a dorzalnim
hipokampu, stoupa
glutamat, vysledek
podobny jako u p-dMCAO,
anestezie

Sharkey, 1992

mikrovaskularni trombéza
navozena poskozenim
endotelu ROS,
akcelerovana kompresi
kapilar pfi otoku Ac;
porucha HEB (ne vsak
TJs), anestezie

Watson, 1985

snizeni CBF 30-50%,
vyrazna penumbra,
intracelularni edém, neni
porucha HEB, nestoupa
glutamat, anestezie

Agnati, 1991

snizeni CBF zavislé na
davce, vyrazna penumbra,
anestezie

Fuxe, 1997

redukce CBF do 1h po

Hughues, 2003 injekcei, neni porucha HEB

Vysvétlivky: viz Tabulka 1.4.4.
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Tabulka 1.4.4.: Modely tranzitorni fokalni ischemie in vivo

Model

Provedeni

Autor

Poznamka

Tranzitorni proximalni okluze
a. cerebri media (t-pMCAO)

Tranzitorni chirurgicka okluze
distalni a. cerebri media (t-
dMCAO)

Fototromboticka okluze
distalni a. cerebri media s
farmakologickou rekanalizaci

Fototromboticka okluze
distalni a. cerebri media s
naslednou fotochemicky
facilitovanou rekanalizaci

zavedeni nylonového
vlakna cestou ICA az k
odstupu MCA, nekdy téz
podvaz ipsi CCA a
transsekce ECA

klip na MCA za odstupem
aa. lenticulostriatae,
nékdy soucasné podvaz
ipsi CCA

osviceni distalni MCA po
podani Bengalské
Cervené, rekanalizace
podanim nimodipinu

po podani Bengalské
Cervené osviceni distalni
MCA laserem 562 nm,
rekanalizace osvicenim
UV laserem 355 nm

Koizumi, 1986

Buchan, 1992

Nakayama, 1988

Watson, 2002

téz hypertermie z poskozeni
hipokampu, poskozeni
endotelu s akcentaci
poruchy HEB?

pfi trvani 2 hodiny s
naslednou reperfuzi vedlo k
veétsim lézim, pfi trvani 3 a

vice hodin jiz stejné

postizeni jako u
permanentni ischemie

modifikace fotorombotické
okluze dMCA, vede k
viceméné selektivni
ischemii striata

modifikace fotorombotické
okluze dIMCA

Vysvétlivky k Tabulkam 1.4.3-4: CBF = prutok krve mozkem, CCA = a. carotis communis,
dMCA = distalni usek a. cerebri media, ECA = a. carotis externa, ET-1 = endothelin-1, ICA
= a. carotis interna, MCA = a. cerebri media, HEB = hematoencefalicka bariéra, pMCA =
proximalni Usek a. cerebri media, ROS = volné kyslikové radikaly, SNR = substantia nigra
pars reticulata, TJs = tight junctions, UV laser = ultrafialovy laser

na 25% vychozich hodnot) ptes oblast penumbry (s poklesem pritoku cca na 40% a poklesem ATP

cca na 50-75% vychozich hodnot) k extrapenumbralnim oblastem, kde je pratok krve omezen, ale

ne na vice nez 40% ptivodniho stavu (Ginsberg M.D. a Pulsinelli W.A., 1994). Podobn¢ jako u

globalni ischemie dochazi v ischemickém jadru k ireversibilni oddalené bunécné smrti. Osud

ischemické penumbry zavisi na fad¢ faktorii a jeji zdchrana predstavuje hlavni cil vSech

neuroprotektivnich strategii. Je vSak tieba podotknout, ze ptezivsi neurony ischemické penumbry

(tzv. “sleeping beauties” - Siesj0) mohou byt dlouhodobé funkéné alterovany, coz se miize projevit
napf. snizenou efektivitou mechanismii udrzujicich redoxni homeostazu ¢i hladinu intracelularniho
kalcia (DeLorenzo R.J. et al., 1998). Tyto zmény byly v posledni dob¢ implikovany v déjich jako je

sekundarni epileptogeneze (Delorenzo R.J. et al., 2005).
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Klasickym modelem fokalni ischemie je okluze arteria cerebri media (MCAQO) u
laboratorniho potkana ¢i piskomila. U tzv. permanentni proximalni okluze MCA (p-pMCAO)
(Tamura A. et al., 1981) se v celkové anestezii provadi podvaz MCA po jejim odstupu z ICA.
Uzéavér MCA lze provést t€z endovaskularné, a to zavedenim nylonového vldkna cestou ICA az k
odstupu MCA (Koizumi J. et al., 1986). Podobnou technikou lze zvife exponovat pouze tranzitorni
ischemii s naslednou reperfiizi (t-pMCAO). Pro dosazeni dostatecné tize ischemie se soucasn¢
nékdy provadi podvaz stejnostranné CCA a transsekce ECA. Rozsah 1ézi ziskanych touto technikou
je pon¢kud variabilni (nejen mezidruhové), nicméné ischemické jadro byva konzistentn€ umisténo
v lateralni ¢asti ncl. caudati a putamen spolu s prilehlym parietalnim somatosenzorickym kortexem.
Ostatni ¢asti neokortexu a medidlni ¢ast bazalnich ganglii pfedstavuji penumbru. Zvlastnosti
modelu proximalni MCAO je Castd pritomnost hypertermie, ktera je vysvétlovana ischemizaci
hypothalamu. DalS$im metodologickym problémem je potencionalni poskozeni endotelu pti
endovaskularni okluzi MCA nylonovym vlaknem. V tomto piipad€ mize nasledné dochazet k
arteficialnimu zvyraznéni poruchy HEB a zanétlivé infiltrace loziska. U tzv. distalni okluze MCA
(chirurgicky jeji koagulaci, ¢i zaklipovanim za odstupem aa. lenticulostriatae) jiz nedochazi k
hypertermii, nicméné pokles priitoku krve mozkem nemusi byt dostatecny. Z tohoto diivodu byva
n¢kdy nutny soucasny podvaz ipsilateralni CCA. Novéji lze uzavér distalni casti MCA provadét
lokalni aplikaci endothelinu-1 ¢i fotochemicky.

Vazokonstrik¢énich t¢inkii endothelinu-1 (ET-1) se v modelovani fokéalni ischemie CNS
vyuziva od 90. let minulého stoleti (Agnati L.F. et al., 1991). Fyziologicky se ET-1 syntetizuje v
endotelialnich butikach a jeho biologicky U¢inek je zprosttedkovan vazbou na specifické receptory
spojené s G-proteiny (ETa, ETg). ETa receptory aktivuji fosfolipazu C, coz vede ke tvorbé
inositoltrifosfatu z fosfolipidii a nasledné k uvolnéni kalcia ze zasob v endoplasmatickém retikulu.
Kromé toho dochazi pti aktivaci ETa k modifikaci membranovych napét'ové fizenych kalciovych
kanali a ke zvySeni vtékani kalcia do bunky. Kalcium v komplexech s kalmodulinem aktivuje
kinazy, napt. proteinkindzu C (PKC), v hladkém svalu pak zejména kindzu lehkych fetézcti
myosinu (myosin light chain kinase — MLCK), coZ vede k fosforylaci myosinu a kontrakci
hladkého svalu. Tento d¢j je antagonizovan proteinkinazou G aktivovanou cGMP, jenz je
produkovan v disledku ptisobeni NO. NO je produkovéan bud’ neuronalni NO-syntdzou (nNOS) v
disledku zvySeni intracelularni hladiny kalcia po aktivaci glutamatovych NMDA receptort, nebo
endotelialni NO-syntdzou (eNOS) vlivem humoralnich piisobkii. Pii modelovani fokalni ischemie
CNS se vyuziva injekéni aplikace exogenniho ET-1 do oblasti corpus striatum, na povrch mozku

(Fuxe K. et al., 1997), ptipadné do blizkosti distalni porce MCA (eMCAO) (Sharkey J. a Butcher
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S.P., 1995). Nékolik minut po intrakortikalni aplikaci ET-1 dochazi k rychlému sniZeni lokdlniho
pratoku krve mozkem (Macrae .M. et al., 1993), které pretrvava n€kolik hodin. Procento snizeni
CBF se pohybuje od 30 do 50 % (Biernaskie J. et al., 2001; Bogaert L. et al., 2000). Dochazi ke
vzniku pomérné uniformnich 1€zi, s vyraznym lemem ischemické penumbry (Fuxe K. et al., 1997),
avSak bez pfitomnosti poruchy hematoencefalické bariéry a vazogenniho edému. Byl vSak
pozorovan vyrazny edém intracelularni (Gartshore G. et al., 1997). V modelu eMCAO byl Gspésné
testovan neuroprotektivni €inek fady latek, napt. NMDA antagonisty MK-801 (Dawson D.A. et
al., 1994), inhibitoru nNOS L-NAME (Dawson D.A. et al., 1994), scavengeru ROS ebselenu
(Dawson D.A. et al., 1995) a dalsich. Krom¢ farmakoneuroprotekce byl v endotelinovém modelu
testovan neuroprotektivni vliv hypotermie (Van Hemelrijck A. et al., 2005). Pozitivni vysledky byly
dany do souvislosti s inhibici apoptozy v ischemické penumbie. Kromé hodnoceni akutnich
biochemickych zmén v oblasti 1éze byly v endotelinovém modelu hodnoceny i nékteré pozdni
funkéni disledky fokalni ischemie, napft. postiZzeni prostorové kognice u aplikace ET-1 do oblasti
hipokampu (Mateffyova A. et al., 2006) ¢i obratnost v rtiznych behavioralnich testech (Gilmour G.
et al., 2004).

1.4.4. Fotochemicky vyvolana fokalni ischemie CNS

Fotochemicky vyvolanou fokalni ischemii CNS u laboratorniho potkana popsali Watson a
Dietrich v roce 1985 (Watson B. et al., 1985). Metodika vyuziva schopnosti né¢kterych latek
uvolnovat volné kyslikové radikaly pii ozatfeni svétlem o urcité vinové délce (fotodynamické
generatory). Osvédcenou latkou je bengélska cerven (RB: 4,5,6,7-tetrachloro-2'4',5',7'-
tetraiodofluorescein), ktera pii ozareni zelenym svétlem generuje singletovy kyslik. Pivodné byla
jako zdroj svétla vyuzivana xenonova obloukova lampa (vlnova délka 560 nm), v dneSni dob¢ je
vsak jiz vétSinou nahrazena lasery a jen vzacnéji se pouziva bilého svétla (vzhledem k nutnosti
pouziti vyrazn¢ vyssi intenzity zafeni). Po intraven6znim podani Bengalské ¢erveni je zelenym
svétlem ozafovano predem definované misto na kalve€, na povrchu mozku, v novéjsSich modifikacich
téz magistralni céva (napt. MCA) - viz Tabulka 1.4.3-4. Bengalska cerven pfitomnd v cévach v
oblasti sviceni uvoliiuje singletovy kyslik, ktery poSkozuje endotel, coz vede k aktivaci a adhezi
destic¢ek s naslednou tvorbou trombti. Pfesny mechanismus, kterym singletovy kyslik poskozuje
membrany endotelovych bunék neni zndm. Bezprostifedné po ozéateni dochdzi k poruSeni
charakteristické trilaminarni struktury plasmatické membrany endotelidlnich bun¢k, jejich edému a

misty az ztraté integrity. Endotelialni buiikky obsahuji dilatované mitochondrie se setfelou strukturou
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krist, jsou pfitomny znamky edému endoplasmatického retikula (Dietrich W. et al., 1987b). V
diisledku poskozeni endotelu dochézi k adhezi desticek. Jednim z moznych vysvétleni ztraty
antiadhezivnich vlastnosti endotelu je naruseni tvorby prostacyklinu (PGIl2) z arachidonatu, resp.
naruseni rovnovahy PGI/TXA;. Bylo zjisténo, ze ackoli pii fototromboze muze dojit k odhaleni
subendotelidlni matrix, neni tento d&j pro adhezi trombocytii nezbytny. Na pocatku fototrombozy
jsou elektromikroskopicky pozorovany kontrahované subpidlni arterie. Intraparenchymové cévy
(zejména venuly a kapilary) jsou naplnény degranulujicimi trombocty, Inoucimi k poskozenému
endotelu. Dochézi také k vyraznému otoku astrocytil, coz akceleruje vyvoj fokalni ischemie
mechanismem mikrovaskularni komprese. Recentné byl prutok krve v oblasti fototrombotické 1éze
sledovan mikroskopicky in vivo - do ¢tyt hodin po ozéateni doslo k Gplné zastave pritoku v oblasti
jédra 1éze, coz bylo z velké ¢asti zpisobeno mikrovaskularni kompresi (Hoff E.I. et al., 2005).

PostiZeni endotelu provazi porucha hematoencefalické bariéry (HEB) s napadnym
vazogennim edémem (Dietrich W. et al., 1987a). Ptekvapivym nalezem je zachovani integrity tight
junctions - pfesun markerti porusené HEB (kienova peroxidaza, Evansova modr) se tak ziejmé déje
hlavné transcelularni cestou (Dietrich W. et al., 1987a). V dal§im vyvoji fototrombotické 1éze
dominuji mechanismy zanétu. 1-2 dny po ozéateni dochazi k postupné infiltraci okraj 1éze CD5+ T-
lymfocyty a pravdépodobné NK buitkami (CD4+/CD8+), soucasné dochazi ke zvysené expresi
ICAM-1 na endotelidlnich bunikach. Od tfetiho dne jsou lymfocytarni elementy ndsledovany
makrofagy. Jadro 1éze byva infiltrovano 7.-14. den po ozatfeni (Schroeter M. et al., 1997). Dulezitou
roli v zanétlivych zménach v oblasti jadra 1éze pravdépodobné hraji rezidentni mikroglie, a to jiz od
1. dne po ozéfeni (Schroeter M. et al., 1997).

Zatimco oblast jadra fototrombotické 1€ze odumira prevazné mechanismem nekrozy, v
oblasti penumbry byla zjisténa ptitomnost apoptdzy. Pritomnost TUNEL+ neuron v okrajich 1éze
byla zaznamendna 12 hodin po ozéfeni, s maximem 6 dni po ozafeni (Braun J. et al., 1996). U
fototrombotické okluze MCA byla pozorovéana fragmentace DNA v neuronech penumbry dokonce
jiz 3-6 hodin po okluzi (Yao H. et al., 2001). V dulezité praci Kharlamova a spol. bylo popsano
sniZeni po¢tu TUNEL+ bunék a bunék s patrnou fragmentaci DNA po farmakologické blokadé
proteosyntézy, endonukledz a zejména po podani NMDA antagonisty MK-801 (Kharlamov A. et al.,
1996), coz implikuje roli glutamatergni transmise v iniciaci apoptozy.

Béhem fototrombozy dochazi ke zvyseni excitability (ovéfeno riiznymi stimulacnimi
protokoly), a to jak ipsilateralné, tak kontralateraln¢. Na okraji 1éze a vzdalen¢ v obou hemisférach
byla zjisténa up-regulace GABAR receptort, v oblasti jadra 1éze naopak zvySeni GABA4 . Dale byla

pozorovana up-regulace NMDA receptor v obou hemisférach, v zrcadlové kontralateralni oblasti
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jiz 4 hodiny po ozafeni. Rada praci byla vénovéana problematice diaschizy ve fototrombotickém
modelu (napf. (Buchkremer-Ratzmann I. et al., 1996a)). Tyto zmény maji jisté i dlouhodobé
disledky. Az u 50 % laboratornich zvifat se béhem del§iho obdobi po fototrombdze objevi
epileptické zachvaty (Kharlamov E.A. et al., 2003).

V nasich exprerimentech vyuzivame modifikaci origindlniho Watsonova postupu k vyvolani
fototrombotické 1éze. Laboratorni potkani kmene Wistar jsou anestezovani i.p. podanim smési
NMDA antagonisty ketaminu (90 mg/kg) s alfa2-adrenergnim agonistou xylazinem (7 mg/kg). Po
chirurgickém odhaleni lebky a jeji pfipadné trepanaci (dle konkrétniho experimentalniho protokolu)
je zvife umisténo do stereotaktického pfistroje a na stereotaktické koordinaty je nasmérovan
paprsek vysokovykonného zeleného diodového laseru (LAGRS50: vinova délka = 532nm, vykon =
50 mw/mm?, pramér paprsku <Imm, rozptyl<l.4mrad, pracovni teplota 20-30 °C). Pfed zahajenim
sviceni je zvifeti béhem 5 minut i.v. aplikovdna Bengalska Cerven (4,5,6,7-tetrachloro-2',4",5',7'-
tetraiodofluorescein) v davce 20 mg/kg. Dle konkrétni potieby je k 1.v. aplikaci Bengélské Cerveni
vyuzita ocasni Zila, ¢i je pfedem provedena kanylace v. femoralis. Pfedem stereotakticky
definované oblast mozku (vétSinou oblast pro zadni koncetinu senzorimotorického kortexu) je
nasledn¢ ozatfovana laserovym paprskem (parametry ozafovani se 1i$i dle konkrétniho
experimentalniho protokolu). Pomoci této techniky dosahujeme reliabilnich vysledki co do
velikosti a lokalizace ischemické 1éze, coz umoziuje sledovat patofyziologické déje probihajici v

jadru ischemie a jeji bezprostiedni blizkosti.
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1.5. Modely akutnich epileptickych zachvati

Experimentalni modely epileptickych zachvatl a experimentalni modely epilepsie hraji
nezastupitelnou roli ve vyzkumu neurobiologickych mechanizmiti podmifiujicich vznik, Sifeni a
ukonceni jednotlivych epileptickych zachvatl (iktogeneze), pomahaji zkoumat kratkodobé a
dlouhodobé¢ dusledky zachvati, ale také mechanismy zptisobujici vznik spontdnnich rekurentnich
zachvati (epileptogeneze). Kromé toho jsou modely zdsadni pro vyvoj novych antiepileptik
(AEDs), at’ jiZ jde o identifikaci novych molekul, odhad jejich mozné efektivity viici konkrétnim
typtim zachvati, odhad jejich u¢innosti ve srovnani se stavajicimi 1€¢ivy (modely refrakternich
zachvati), testovani, zda se méni jejich G€innost pii chronickém podavani (chronické modely),
hodnoceni vyskytu nezadoucich ucinki ¢i odhad u¢innych plazmatickych hladin. Experimentalni
modely slouZzi t€z k hledani latek s antiepileptogennim piisobenim, tj. latek branicich rozvoji
spontannich rekurentnich zachvatt.

Modely epileptickych zachvatii 1ze obecné rozd€lit na 1) modely vyuZzivajici zvitat s
genetickou dispozici k zachvatiim 2) modely, ve kterych jsou zachvaty indukovany u zdravych
(naivnich) zvitat. Do prvni skupiny patii zvifata se spontannimi rekurentnimi zachvaty (napf.
GAERS = genetic absence epilepsy in rats from Strasbourg, “tottering mice”, “stargazer mice”, psi
s vrozenou epilepsii aj.) €i zvitata vykazujici reflexni zachvaty (napt. tzv. GEPR = genetically
epilepsy-prone rats, mysi DBA-2 aj.). U druhé skupiny se k indukci zachvati u zdravych
laboratornich zvitat vyuziva elektricka stimulace, ¢i razné druhy konvulziv.

Podle elektroklinického typu zachvati lze rozliSovat modely zachvati generalizovanych a
parcidlnich, podle iktalni semiologie pak modely zachvatl konvulzivnich a nekonvulzivnich. Podle
poctu indukovanych zachvatt Ize modely d€lit na akutni (izolované zachvaty) a chronické
(opakované zachvaty), podle pfitomnosti nebo nepfitomnosti spontannich rekurentnich zachvatt na
modely jednotlivych epileptickych zachvati a modely epilepsie. Zvlastnim piipadem jsou modely
status epilepticus (SE). Vyskyt a charakter spontannich zachvatl Ize téZ zkoumat v modelech jinych
cerebrélnich inzultd (hypoxie, ischemie, hemoragie, trauma, apod.).

Protoze se experimentalni ¢ast mé prace dotyka disledki akutnich konvulzivnich
epileptickych zachvatii, doplnuji v této kapitole prehled experimentalnich modeli, ve kterych je
mozné tuto otazku studovat. Jednotlivé modely jsou uvedeny v Tabulkéach 1.5.1-2.

Klasickym modelem generalizovanych tonicko-klonickych zachvat (GTCS) je maximalni

elektroSok (MES) (Toman J.E.P. et al., 1946). Vyhodou tohoto modelu je jeho technicka
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nenaroc¢nost a pritom vysoka mira reproducibility vysledki. Model byl navrzen jiz ve 30. letech
minulého stoleti a pfedstavuje nadale zadsadni nastroj vyhledavani a testovani novych molekul s
antiepileptickym piisobenim. V ptrelomové praci vyuzili Putnam s Merittem elektrosok u kocek k

identifikaci antiepileptického plisobeni fenytoinu (Putnam T.J. a Merritt H.H., 1937). Dnes rutinné

Tabulka 1.5.1.: Vybrané akutni modely generalizovanych konvulzivnich zachvati

Model Provedeni Autor Poznamka

transkornealni ¢i

transaurikularni elektricka testovani ucinnosti AEDs
Maximal electroshock stimulace (trvani 0,2 s, Toman. 1946 proti GTCS, sleduje se vyskyt
(MES) 50mA u mysi, 150 mAu ’ tonické kiece zadnich

potkant, 50-60 Hz, Sifka koncetin
pulsu 0,6 ms)

incialn¢ indukuje
myoklonické (klonické)
zachvaty, které pozdéji

pentylentetrazol s.c. (“low Y )
Pentylentetrazol (PTZ, dose™10-20 mg/kg, “high Meduna, 1934 kulminuji v GTCS; AEDs

metrazol)* dose”: >75 mg/kg) ﬁéinnély PVTZ modelu.
vykazuji ucinnost proti
absencim a myoklonickym
zachvatim
kompetitivni antagonista
bikukulin i.v. (0,3mg/kg) ¢i GABAA receptortl, indukuje
Bikukulin i.p. (load 2mg/kg a nasledné Meldrum, 1971 klonické zachvaty s
repetitivné 0,5mg/kg) hypermotorickymi projevy
(béhani, skoky)
., kainat s.c. (10mg/kg), i.p. agonista glutamatovych
Kainat (3-20mg/kg) Olney, 1974 kainatovych receptort

po 60-100s epizody zarazu,
nasledné tremor, piloerekce,
myoklonie, pak klonické
zaSkuby nejprve prednich
koncetin, pak pad a
generalizovany klonus (n¢kdy
i tonicka komponenta)

10% roztok flurothylu v
ethanolu je konstatni
rychlosti (0,103 ml/min) Truitt, 1960
aplikovan na filtra¢ni papir (Krantz, 1958)
ve vicku nadoby, ve které je
umisténo zvite

Flurothyl (hexafluorether)

Kromé pentylentetrazolu, bikukulinu a kainatu lze pouzit vysokych davek dalSich konvulziv,
jako je pilokarpin (agonista muskarinovych acetylcholinovych receptoru), allylglycin (inhibitor
glutamat dekarboxyldzy), ouabain (inhibitor Na/K ATPazy), inhibitory cholinesteraz atd.
Systémové injekce kainatu a pilokarpinu zpusobuji protrahované zachvaty, které lze jiz spise
zafazovat mezi modely SE.

* Molekularni podstata konvulzivniho pusobeni PTZ neni pfesné znama, nicméné
predpoklada se antagonismus GABAa receptoru.
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Tabulka 1.5.2.: Vybrané akutni modely fokélnich zachvatli (naivni zvitata)

Model Provedeni Autor Poznamka

Sifeni zachvatl po
anatomickych drahach,
zavislost zejména na
intenzit¢ a frekvenci
stimulace (méné na jejim
trvani a polarité a tvaru

ruzné lokality (amygdala,
Elektricka stimulace hipokampus, perforujici Adrian, 1936 (Fritsch a
(nasledny vyboj) draha, neokortex), riizné Hitzig, 1870)
stimula¢ni protokoly

pulzh)
PNC: Walker, 1945,
nap¥. penicilin, strychnin Matsumoto, 1964; antagonisté GABA
Topické podani konvulziv o7 o . strychnin: Baglioni receptort, glycinovych
bikukulin, pikrotoxin . . .
1909; bikukulin: receptorQ

Meldrum 1971

Vysvétlivky: Mechanismy ucinku konvulziv: penicilin: nekompetitivni antagonista GABAa
receptord, strychnin: antagonista glycinovych receptoru, bikukulin: kompetitivni antagonista
GABAA receptoru, pikrotoxin: blokator chloridového kanalu sdruzeného s GABAa
receptorem.

vyuzivany model MES u laboratornich mysi ¢i potkant navrhl ve 40. letech Toman a kol.
Korneélnimi ¢i aurikularnimi elektrodami je aplikovan kratky puls proudu o vysoké intenzité (0,2 s,
50mA u mysi, 150 mA u potkant), coz predstavuje stimulus cca 5-10x silnéjsi, nez je individualni
prah zvitete pro elektricky indukovany epilepticky zachvat. V disledku stimulace dochézi k tonické
kteci nasledované po cca 10-15 vtetfinach klonickymi zaSkuby. Za dalSich 20-30 s se stav zvifete
vraci k normé&. Nevyhodou klasického MES je nedostate¢na senzitivita - pfi testovani novych AEDs
neidentifikuje latky, které zvySuji prah pro vznik zachvati, ale ne dostatecné pro podminky MES
(Castel-Branco M.M. et al., 2009). Alternativni metodou je tzv. test prahu pro MES (MEST), pfi
kterém zlstava davka AED stejnd, ale je v postupnych krocich upravovana intenzita stimulace.
Akutni generalizované konvulzivni zachvaty ¢i status epilepticus je mozno navozovat téz
systémovym podanim rtznych druhii konvulziv. Mezi nej€astéji pouzivané latky patii
pentylentetrazol (6,7,8,9-Tetrahydro-5H-tetrazolo(1,5-a)azepin), kompetitivni antagonista GABAAa
receptorti bikukulin ((6R)-6-[(55)-6-methyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro [1,3]dioxolo [4,5-g] isoquinolin-5-
yl] furo[3,4-e] [1,3] benzodioxol-8(6H)-on), dale agonista ionotropnich glutamatovych kainatovych
receptorti kainat ((2S,3S,4S)-3-(karboxymethyl)-4-prop-1-en-2-ylpyrrolidine-2-karboxylova
kyselina), inhala¢ni chemokonvulzivum flurothyl (bis-(2,2,2 trifluorethyl) ether) a mnoho dalSich.
Pomoci titrace davky je mozné v téchto modelech indukovat Sir$i spektrum zachvatovych projevi
(od myoklonickych zachvatii ptes generalizované tonické, tonicko-klonické zachvaty az po status

epilepticus). Mezi hlavni nevyhody chemokonvulzivnich model patii vedlejsi a€inky podanych
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latek, a dale riziko ovlivnéni experimentalnich vysledkl nikoli samotnym zachvatem, ale spiSe
vyvolavajici substanci, ptipadné jejimi metabolity.

Akutni fokalni zachvaty se modeluji bud’ pomoci rytmické fokalni elektrické stimulace
(modely nésledného vyboje - SSAD - viz oddil 1.1.3.), nebo pomoci topické aplikace konvulziv.
Topické aplikace konvulziv se v modelovani fokalnich zachvati pouzivéa od zacatku 20.stoleti.
Pravdépodobné nejstarsi je model s lokalni aplikaci strychninu na povrch mozku. Strychnin blokuje
inhibi¢ni postsynaptické potencialy antagonismem glycinovych postsynaptickych receptorii. Tohoto
modelu bylo vyuzivano zejména ke studiu konektivity jednotlivych oblasti mozku. Elektrografické
zéachvaty indukované topickou aplikaci penicilinu na povrch mozku jsou znamy od 60. let minulého
stoleti (Matsumoto H. a Marsan C.A., 1964). Penicilin ptsobi jako nekompetitivni antagonista
GABAA receptori. Pti aplikaci na povrch mozku (vétSinou v podobé celul6zového prouzku
nasaklého roztokem penicilinu o koncentraci 100 000 Ul/ul, €1 krystalku penicilinu) 1ze elektrodou
umisténou v blizkosti mista aplikace cca v fadu minut registrovat repetitivni hroty. Na bunécné
urovni jsou penicilinové hroty charakterizovany repetitivnimi paroxysmalnimi depolariza¢nimi
posuny (PDS) se superponovanymi salvami ak¢nich potencialt. Penicilinového loziska bylo
vyuzivano zejména k vyzkumu propagace epileptickych zachvatl, véetné interhemisferické
odpovédi (Mares J. a Mares P., 1978; Mares P. et al., 1978a; Mares P. et al., 1978b) a kolateralni

inhibice.

1.5.1 Flurothylové kiece

V naSich experimentalnich podminkéch vyuzivame k navozeni izolovanych
generalizovanych konvulzivnich zéchvatii u naivnich zvitat inhalaci flurothylovych par. Z tohoto
divodu jsou charakteristiky tohoto modelu pojednany na tomto misté podrobnéji.

Prokonvulzivni G¢inky flurothylu (chemicky bis-(2,2,2 trifluorethyl) etheru) byly objeveny
Johnem Krantzem v roce 1956 pii studiu této latky jako potencionalniho inhala¢niho anestetika
(Esquibel A. et al., 1957; Krantz J.J. et al., 1958). Dostatecna koncentrace flurothylu vedla u
laboratornich zvirat 1 u lidi ke generalizovanym tonicko-klonickym kiecim. Této vlastnosti bylo
zprvu vyuzivano v psychiatrii, kde byl flurothyl pod firemnim ndzvem Indoklon vyuzivéan jako
alternativa k elektrokonvulzivni terapii. Béhem 60. a 70. let vSak toto vyuziti flurothylu ustoupilo
do pozadi a molekula nasla své misto v experimentalni epileptologii.

Flurothyl je chemicky velmi stabilni, odolny vii¢i hydrolyze a oxidaci. Pii pokojové teploté
je to rychle se odpatujici kapalina, coz jej pfedurcuje k inhalacnimu zplisobu podani. Vzhledem ke
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své znacné rozpustnosti v tucich velmi dobie pronika skrze hematoencefalickou bariéru.
Koncentrace flurothylu pottebna k vzniku zachvatl se u potkanti pohybuje kolem 40 pmol/g
mozkové tkan€. Flurothyl se v téle nemetabolizuje a je vylu€ovan v nezménéné podobé, prevazné
plicemi. V klasickém modelu flurothylovych kieci u laboratorniho potkana je 10% roztok flurothylu
v ethanolu konstatni rychlosti (0,103 ml/min) aplikovan na filtra¢ni papir ve vicku nadoby, ve které
je umistén laboratorni potkan. Doba k rozvoji generalizovanych konvulzi zavisi na koncentraci par
ve vdechovaném vzduchu a pohybuje se v fddu minut. V nasi laboratofi je rychlost aplikace sniZena
na 30 pl/min. Jakmile prob&hne tonicko-klonicky zachvat, je smés vzduchu a flurothylovych par v
nadob¢ odsata a nahrazena Cerstvym vzduchem.

Semiologie flurothylovych zachvat je u laboratornich potkant pomérné uniformni. Po
umisténi do komory vykazuji potkani bézné exploratorni chovani. Po cca 60-100 s se objevuji
epizody zarazii v ¢innosti, 150-200 s po zahajeni aplikace Skubavé pohyby a tremor, n€kdy
doprovazené piloerekci a zaSkuby usi. Prvni myoklonicky zaskub (obvykle prudké trhnuti hlavou
nazad) je pozorovan pfiblizné 250-300s od zacatku. Tento pfiznak je nasledovan sérii
myoklonickych zaSkubti celého téla s postupné se zkracujicim interiktdlnim intervalem. Nasledn¢ se
objevuji klonické zaSkuby tlamy a pfednich koncetin, a posléze pad s klonickymi zaSkuby vSech
¢ty koncetin. V tivodu miiZze byt vyjadiena i tonicka faze s propnutim prednich koncetin a
ventroflexi hlavicky. V piipadeé €isté klonického zachvatu je zvite cca 10 minut po zachvatu
hyperreaktivni vii¢i senzorickym stimuliim s naslednou kratkou fazi postiktalni deprese. V ptipadé
tonicko-klonickych zachvatii miize byt zachvat nasledovan stuporem pretrvavajicim az jednu
hodinu. Pfi hodnoceni prahu pro flurothylové kiece 1ze méftit latence k jednotlivym behavioralnim
projeviim, napt. k prvnimu myoklonickému zaskubu, k pInému rozvoji tonicko-klonického
zachvatu apod. Doba potiebna k rozvoji generalizovaného flurothylového zéchvatu zavisi na véku
zvitat (kompletni semiologie GTCS se objevuje nejdiive kolem 16 postnatalniho dne) (Velisek L. et
al., 1995), na konkrétnim kmeni potkanti, okolnich podminkéch (auditivni 1 optické podnéty
ovliviiuji prah pro flurothylové zachvaty (Kramer M.S. a Adler M.W., 1974)), a pochopiteln¢ téz na
objemu nadoby v niz inhalace flurothylu probiha.

Mechanismus prokonvulzivniho ptisobeni flurothylu neni pfesné zndm, nicméné vysledky
studii naznacuji, ze flurothyl ovlivituje pfedevsim GABAergni systém (Green A. et al., 1987a;
Green A. et al., 1987b; Hashimoto Y. et al., 2006; Isaeva E. et al., 2006; Krasowski M., 2000;
Sperber E. et al., 1989b; Velisek L. et al., 1995; Wakamori M. et al., 1991), konkrétné tlumi
uvoliiovani a syntézu GABA a antagonizuje GABAA receptory, zejména na urovni mozkového

kmene (substantia nigra) (Sperber E. et al., 1989a; Veliskova J. et al., 2005). Krom& GABAergni
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inhibice jsou vSak pravdépodobné ovlivnény 1 dalsi systémy, zejména cholinergni projekce
(Appleyard M. et al., 1986).

Metabolické dusledky flurothylovych kieci jsou srovnatelné s jinymi modely
generalizovanych zachvatl. Pii protrahovanych zachvatech dochazi k intracelularni acidéze (Siesjo
B. et al., 1985), snizeni koncentrace fosfokreatinu, zvySeni koncentrace cAMP, laktatu a pyruvatu.
Zvysuje se cytoplasmaticky pomér NADH/NAD++ a dochdzi k poklesu poméru koncentrace glukdzy
v mozkové tkani viici koncentraci v plazmé (Folbergrova J. et al., 1985). Po ukonceni zachvatu se
hodnoty cAMP a fosfokreatinu normalizuji béhem 5 minut, laktatova acidéza pretrvava déle.
Zejména u protrahovanych flurothylovych zachvatii dochédzi ke znacnému intracelularnimu edému
(Zhong J. et al., 1995).

Flurothylové zachvaty zplisobuji zvySeni koncentrace intracelularniho kalcia a zvySeni
koncentrace volného intraceluldrniho Hsp-72, ktery po translokaci do jadra ovlivitluje genovou
transkripci (Lowenstein D. et al., 1990)(Jensen F. et al., 1993), posttranskripéni tpravy mRNA a jeji
transport do cytoplasmy (Wynter C.V. et al., 1975). Kromé toho dochazi po repetitivnich zachvatech
k akutnim plastickym zménam, napt. u nezralych zvirat ke snizeni exprese NR1 (GluN1), NR2A
(GluN2A), NR2B (GluN2B) podjednotek NMDA receptoru v neokortexu, a imunoreaktivity alfa-1
podjednotky GABAa receptoru v hipokampu.

Ackoli mira neuronalnich ztrat jisté zavisi na tizi flurothylovych zachvata (délce trvani
konvulzi), zda se, Ze po jednotlivém zachvatu nedochazi k vyrazné&jSim neuronalnim ztratam (Mares
J. a Rokyta R., 2009). U nezralych zvifat byla po dvaceti flurothylovych zachvatech pozorovana v
praméru o 6 % niz$i vaha mozku v porovnani s kontrolami. Sperber a kol. v§ak nenalezli u
nezralych zvitat vystavenych flurothylovému SE histologické znamky bunééné smrti (Sperber E. et
al., 1999). U dospélych zvirat zjistil Holmes dokonce pfitomnost neurogeneze v oblasti gyrus
dentatus, u zvifat s rekurentnimi zadchvaty pak znamky sproutingu mechovych vldken CA3 (Holmes
G. et al., 1998). Pfitomnost sproutingu mechovych vldken u nezralych zvitat dosud nebyla
potvrzena (Sperber E. et al., 1999). Neptitomnost vyznamné bunééné smrti po jednotlivych
flurothylovych zachvatech jsme pozorovali i v naSich podminkach. Pfesto maji flurothylové
zachvaty vyznamné behavioralni dasledky - napt. poruchu prostorového uceni. Této problematice je

vénovana jedna z experimentalnich ¢asti této prace (viz Oddil 2.2.).
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1.5.2. Kortikalni nasledny vyboj (SSAD)

Vyvolani epileptickych zachvati pomoci fokalni stimulace mozku elektrickym proudem
patii mezi nejstarsi modely v experimentalni epileptologii. Prvni prace na toto téma sahaji az do
druhé poloviny 19. stoleti (Fritsch a Hitzig, 1870). Systematicky se této problematice zacal vénovat
ve 30. letech 20. stoleti Adrian (Adrian E.D., 1936), ktery vyuzil modelu nasledného vyboje k
mapovani Sifeni epileptické aktivity. Fokalni kortikalni stimulace se dodnes s ispéchem vyuZziva v
epileptochirurgii - pomoci kortikalni stimulace 1ze u pacientd s farmakorezistentni epilepsii (zv1asté
MRI nelezionalnich) mapovat rozsah epileptogenni zony (pfesnéji zonu pocatku zachvatu, angl.
seizure onset zone) a jeji vztah k elokventnim oblastem. Experimetalné byl SSAD vyuZit m;j. ke
sledovani vyvoje semiologie a Sifeni zachvati béhem ontogeneze, k mezidruhovému (a
vnitrodruhovému) porovnani $ifeni a projevu elektricky vyvolanych zachvat, k vyzkumu
funk¢nich vztaht jednotlivych strukutr CNS, k analyze elektrickych a biochemickych zmén v
pribéhu zachvatu a po ném a ke sledovani dasledkt biochemickych zmén, zmén vnitiniho prostredi
a medikace na charakter nasledného vyboje (Mares J. et al., 1982).

Jako nésledny vyboj (angl. self-sustained afterdischarge, SSAD) oznacujeme iktalni vzorec
vyvolany rytmickou elektrickou stimulaci urc¢ité oblasti CNS, ktery pietrvava i po ukonceni
elektrické stimulace, ktera jej vyvolala. Iktalni vzorec byva Casto doprovazen behavioralnimi
projevy zachvatu. Stimulovat Ize prakticky kteroukoli oblast CNS. Vzhledem k pfiznivému
anatomickému usporadani a specifickému charakteru zapojeni byl v této souvislosti nejlépe
prozkouman limbicky systém, zejména oblast amygdaly a hipokampu, kde ma SSAD zcela
specificky charakter (Correll R.E. a Ingram W.R., 1956). Déle byly zkoumany struktury
neokortikalni (frontalni, centralni, parietalni a temporalni kortex), subkortikalni (thalamus, bazalni
ganglia) a cerebellum. Stimulace cerebella a kmenovych struktur (narozdil od subkortikdlnich
oblasti) dle literatury nevede ke vzniku SSAD, stimulace mozecku ma spise inhibicni vliv na
elektricky vyvolané zachvaty. Propagace naslednych vybojt vyuziva anatomicky definovanych
drah: z oblasti frontalniho neokortexu ipsilateralné smérem centralnim, souc¢asn¢ do putamen a
kaudata, a dale téz do zrcadlové kontralateralni oblasti, z oblasti centralni dochazi k propagaci
ipsilateralné parietalné, z oblasti temporalni pak jednak do motorického kortexu, a jednak
mediotemporalné do oblasti amygdaly a hipokampu (Poggio G.F. et al., 1956).

Pro vyvolani a charakter nasledného vyboje jsou zcela zdsadni parametry stimulace, jako je

v

studiich zkoumajicich prah pro vznik SSAD v anatomicky ostie ohrani¢enych strukturach), polarita
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stimulace (ve vét$ing ptipadi bipolarni pulsy), tvar a trvani pulsu (vétSinou od 0,5 do 10ms), trvani
stimulace a zejména frekvence stimulace. Stimulace elektrickym proudem o dané frekvenci
synchronizuje neuronalni populaci v misté stimulace, coz pifi dostate¢ném trvani a intenzit¢
stimulace nasledné vede k hypersynchronii, ktera ma schopnost spontdnniho $ifeni do vzdalenégjSich
oblasti. Obvykle se vyuzivaji frekvence od 25-60 Hz, narozdil napt. od kindlingu v oblasti
amygdaly, kde jsou vyuzivany kratké salvy pulsti o vysoké frekvenci 300-500Hz (Racine R.J.,
1972). Usp&sné viak byly vyuzity i stimulace o nizsi frekvenci (8Hz) (Mares J. et al., 1983).
Frekvence < 6 Hz obvykle SSAD nevyvolavaji. V nékterych situacich je vyuzivana repetitivni
stimulace, tj. opakovana aplikace elektrického proudu v pravidelnych intervalech. Pti vyuziti
urcitych stimulac¢nich parametrti, zvIaste, jsou-li interstimulacni intervaly del$i nez 5 minut, je
mozno pozorovat prodlouZeni trvani nasledujiciho SSAD (akutni kindling) (Mares J. et al., 1983).
Pokus o vyvolani nového SSAD bezprosttedné po ukonceni pfedchoziho vyboje byva vétSinou
neuspésny (postiktalni inhibice).

SSAD je doprovazen fadou biochemickych zmén, napt. zvySenim extracelularni koncentrace
kalia (na hodnoty kolem 10 mmol/l) a sniZeni extracelularni koncentrace kalcia (na hodnoty kolem
0,7 mmol/l) (Heinemann U. et al., 1977). ZvySeni koncentrace kalia a snizeni koncentrace kalcia je
fadove behem vtetin kompenzovano zejména aktivitou glie (spatial buffering) (Kofuji P. a Newman
E.A., 2004). Elektronmikroskopicka analyza v dob¢ bezprostiedné po ukonc¢eni SSAD prokazala
narast objemu presynaptickych segmentti, nartist objemu mitochondrii a snizené mnoZzstvi
synaptickych vezikul (Langmeier M. et al., 1983).

Pti urcitych parametrech stimulace (zejména pii pouziti vysokych frekvenci a vysokych
intenzit) je mozné zaznamenat spontanni elektrografické zachvaty objevujici se obvykle desitky
vtefin po ukonceni SSAD. Mares a kol. popsali ¢tyfi druhy téchto tzv. rekurentnich zachvati: 1)
zachvat pfipominajici pfedchazejici SSAD - salva hrotil o frekvenci kolem 10 Hz pfedchdzena
vysokym vybojem hrot-pomala vina, 2) nizkovoltazni repetitivni hroty o frekvenci 1-2 Hz, 3)
komplexy hrot-pomala vlna, s hrotovou komponentou n¢kdy prechazejici do polyspike morfologie,
4) repetitivni hroty vyjadrené jen v nékterych svodech (Mares J. et al., 1983). Rekurentni zachvaty
se vSak nevyskytly v obdobi bezprostiedné po odeznéni SSAD - v obdobi postiktalni inhibice.

Prolomeni postiktalni inhibice je v§ak mozné pii pouziti vhodnych stimulac¢nich parametrt -

touto otdzkou se zabyvam v prvni sekci experimentalni ¢asti této prace (viz Oddil 2.1.).
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1.6. Hypotézy

44

. Vhodnymi parametry stimulace Ize prolomit postiktalni inhibici po generalizovaném tonicko-

klonickém epileptickém zachvatu.

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

nasledujici.

. Izolovany epilepticky zadchvat ma pretrvavajici behavioralni disledky, jejichZ pfi¢inou je porucha

hematoencefalické bariéry.

. Pfitomnost a charakter behavioralnich diisledk izolovanych epileptickych zachvatl 1ze ovlivnit

preconditioningem (hypoxii, zachvaty) ¢i podanim latek ovliviiujicich redoxni homeostazu

(melatonin).

. Preconditioningem (hypoxii) ¢1 podanim latek ovliviiujiicich redoxni homeostazu (melatonin) lze

ovlivnit téz rozsah fokalni ischemie.

. 'V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke vzdalenym elektrofyziologickym zménam.
. 'V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke vzdalenym zménam excitability.

. Vzdalené disledky fokalni ischemie zahrnuji téz vzdalenou zménu propustnosti

hematoencefalické bariéry.



2. Vlastni pozorovani

2.1. Prolomeni postiktalni inhibice kratkou salvou stimula¢nich pulzi

2.1.1. Metodika
Veskeré procedury byly provadény v souladu s doporuéenimi Ministerstva zdravotnictvi CR

a schvéleny Etickou komisi 3. LF UK. Laboratorni zvifata byla aklimatizovana nejmén¢ tfi dny

pied experimentem v podminkach

dvanactihodinového cyklu svétlo/tma a Obr. 2.1.1.: Umisténi elektrod

volnym pfistupem k vod¢ a potrave. Dospéli

samci laboratorniho potkana kmene Wistar

(N=18) byli ndhodné& rozdé¢leni do dvou

skupin (A, B) po deviti zvitatech. Po uvedeni

Indiferentni

zvitete do anestezie (pentobarbital - PB: 70 (nosni kost)

mg/kg 1.p.) byla chirurgicky odhalena kalva a

na predem urcenych stereotaktickych

Stimulaéni L, II.

koordinatach byly po provedeni navrta (AP1-1,L02)
Registraéni I.

implantovany stimula¢ni a registraéni (AP0, L-2)
Registraéni II.

elektrody (viz Obr. 2.1.1.). Dv¢ bipolarné (AP6,L-4)

aurq [emnesau]

zapojené stimula¢ni elektrody byly umistnény
na povrch mozku v oblasti prave Stereotaktické koordinaty v zavorkach:
senzomotorické arey (SMA) (AP=1,-1; L=0,2), AP = antero-posteriorni, L = lateralni.
registracni elektrody byly umistény na SMA

vlevo (AP=0, L=-2) a dale na oblast zrakov¢ kiry vlevo (AP=6, L=-4). Pro registraci z pravé SMA
byla vyuzita stimulaéni elektroda. Referecni elektroda byla fixovdna na nosni kosti zvitete. Po
implantaci byly vSechny elektrody upevnény pomoci akrylatové ¢epicky. Tyden po implantaci
elektrod byla zvitata ptipojena k digitadlnimu EEG pfistroji. Elektrokortikogram byl snimén pomoci
diferen¢niho zesilova¢e CED 1401 (Cambridge Electronic Design Limited, UK). Pro zdznam
signdlu jsme vyuzivali firemni software Signal for Windows 1.80 utility (Cambridge Electronic
Design Limited, UK). Biosignal byl zaznamendvan v referencnim zapojeni s taktovaci frekvenci 1

kHz. Po nahrani péti minut spontanniho nativniho elektrokortikogramu (ECoG) byl u kazdého

zvitete testovan prah po transkalosalni evokovany potencial (interhemisférickou odpovéd’). Tento
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Obr. 2.1.2.: Schéma stimulace

20s
A
Skupina A
20s 10 min
Ll |
20s
SkupinaB
205 10min

Schéma pokusu ve skupiné A naznacuje horni ¢ast obrazku, ve skupiné B dolni ¢ast obrazku.
Cerné obdélniky pfedstavuji stimulaci vedouci k vyvolani naslednych vyboji (trvani 20s, frekvence
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 jednoho pulsu 1
ms, frekvence stimulace 8 Hz).

prah byl stanoven pomoci zvySovani intenzity stimulace v postupnych krocich (10 pA). Jakmile
bylo pti dané intenzité¢ zaznamenano pét po sob€ jdoucich interhemisferickych odpovédi, predchozi
intenzita stimulace byla oznacena jako prahova a byla vyuzita jako referen¢ni hodnota intenzity
stimulace. V experimentu jsme pouzili dva druhy stimulace: jednotlivé bipolarni pravouhlé pulzy
(intenzita stimulace 2,5x prah, trvani pulzu 1ms, interval mezi jednotlivymi pulzy 20 s) a kratké
salvy stimulacnich pulza (tzv. 4P: salva ¢tyt pravouhlych pulzt s frekvenci 8 Hz, intenzitou 2,5x
prah, trvani jednotlivého pulzu 1 ms). Po stanoveni prahu pro interhemisferickou odpovéd’ bylo ve
skuping¢ A aplikovano 20 jednotlivych pulzi a ve skupin€ B 20 4P (jako baseline stimulace).
Nasledné¢ byl u kazdého zvitfete vyvolan 4x nasledny vyboj (stimulace: trvani 20 s, frekvence 8 Hz,

intenzita 5x prah, trvani jednoho pulzu 1 ms). Interval mezi jednotlivymi naslednymi vyboji trval
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Obr. 2.1.3.: Ukazka elektrografického zachvatu pfi stimulaci 4P

[mV] Left sensorimotor cortex
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112 114 L6 1% 120 fromendof AD 122 [S]

Ukazka kratkého elektrografického zachvatu v navaznosti na kratkou salvu stimulacnich

pulzl. Zaznam z levé SMA, Sipkou je oznacen stimulacni artefakt salvy.
10 minut. Béhem téchto 10 minut byly u zvitat aplikovany jednotlivé stimulaéni pulzy (skupina A)
a 4P (skupina B) se stejnymi parametry jako u baseline stimulace. Schéma pokusu viz Obr. 2.1.2.

V experimentu bylo sledovano chovani zvifat béhem néaslednych vybojl. Ptitomnost padu

béhem nasledného vyboje byla vyuzita jako ukazatel behavioralni tize zachvatu. Dale bylo
hodnoceno trvani jednotlivych naslednych vyboji a pfitomnost elektrografickych zachvati v
intervalu mezi naslednymi vyboji.
Statistické zhodnoceni: 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 trvéni 1., 2., 3., resp. 4.
nasledného vyboje byl testovan pomoci Studentova t-testu. Pro srovnani poctu naslednych vyboju s

padem ve skupiné A a B byl vyuzit X? test. Hladina vyznamnosti byla vzdy stanovena jako p<0,05.

2.1.2. Vysledky

Baseline stimulace (tj. stimulace pfed indukci 1. nasledného vyboje) jednotlivymi pulsy
(skupina A) nevyvolala elektrografické zachvaty u Zadného zvitete. Baseline stimulace salvou ¢tyt
pulst (skupina B) vedla u jednoho z deviti testovanych zvifat k atypické elektrokortikografické
odpovédi. V intervalech mezi jednotlivymi naslednymi vyboji vyvolala stimulace jednotlivymi
pulsy (skupina A) jen n€kolik kratkych elektrografickych zachvatt (viz Obr. 2.1.3. a Graf 2.1.2.).

Pocet elektrografickych zachvatl zaznamenanych ve skupiné B (tj. pfi pouziti stimulace 4P) byl ve
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Graf 2.1.1.: Primérnd délka naslednych vybojt.
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Poradi nasledného vyboje

Pramérné trvani nasledného vyboje (s)

Priamérné trvani jednotlivych naslednych vyboja ve skupinach A (svétle Seda barva) a B (tmavé
Seda barva). Statisticky signifikantni rozdil byl zaznamenan pouze u druhého nasledného
vyboje. Chybové usecky predstavuji SEM (* = p<0,05, Studentdv t-test)

Graf 2.1.2.: Primérny pocet elektrografickych zachvatl ve skupinach
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Pramérny pocet elektrografickych zachvatli po jednotlivych naslednych vybojich ve skupinach
A (svétle Sedd) a B (tmavé Sedd). Ve skupiné B byl zaznamenan signifikantné vyssi vyskyt
elektrografickych zachvatl po vsech naslednych vybojich s vyjimkou druhého.

(* p<0,05, Mann-Whitney U test)
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srovnani se skupinou A signifikantné vyssi po prvnim, tfetim a ¢tvrtém nasledném vyboji (p<0,05),
nikoli vSak po druhém nésledném vyboji (viz Graf 2.1.2.). I celkovy pocet takto vyvolanych
elektrografickych zachvatl byl ve skupiné B vyssi (Mann—Whitney U test, p < 0.01).
Elektrokortikografické zachvaty se ve skupiné B podaftilo vyvolat i bezprostiedné po ukonceni
nasledného vyboje.

Nasledné vyboje vyvolané elektrickou stimulaci byly ve skupin€ B v priméru delsi, i kdyz
tento rozdil byl statisticky signifikantni pouze v piipad€ druhého nasledného vyboje (viz Graf
2.1.1.). Primérné délka prvniho, druhého, tfetiho a ¢tvrtého nasledného vyboje uvnitt skupin se
statisticky vyznamné¢ neliSila. Ve skupin€ B bylo také statisticky vyznamné vice druhych
naslednych vybojl sdruzeno s padem. Celkovy pocet ndslednych vybojl s padem se vSak mezi

skupinami statisticky vyznamné nelisil.
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2.2. Ovlivéni prahu pro flurothylovy ziachvat a jeho diisledkii na prostorové uceni

2.2.1. Metodika

Veskeré procedury byly provadény v souladu s doporuéenimi Ministerstva zdravotnictvi CR
a schvaleny Etickou komisi 3. LF UK. Laboratorni zvifata byla aklimatizovana nejméné tii dny
pred experimentem v podminkach dvanactihodinového cyklu svétlo/tma a volnym piistupem k vodé
a potraveé. VSechny pokusy byly provadény na voln¢ pohyblivych zviratech.
Skupiny zvirat: Dospéli samci laboratorniho potkana Wistar (200-250g; N=78) byli rozdéleni do
sedmi experimentalnich skupin a jedné kontrolni skupiny (C: n=12). Kontrolni skupina byla
testovana pouze v Morrisoveé vodnim bludisti. Zvifata v jednotlivych experimentalnich skupinach
byla vystavena hypobarické hypoxii a zachvatu indukovaném inhalaci flurothylu v riiznych
kombinacich, s ¢asovym odstupem mezi inzulty bud’ 24 ¢i 72 hodin. Piehled exerimentalnich

skupin udava nasledujici vycet:

1. “F” = pouze flurothylovy zachvat (n=10). U zvitat v této skupiné€ byl pomoci inhalace flurothylu
navozen generalizovany tonicko-klonicky zachvat. 24 hodin po zachvatu bylo zahajeno uceni v
Morrisove€ vodnim bludisti (MWM).

2. “H” = pouze hypoxie 9000 m n.m. (n=8). Zvifata v této skupin¢ byla vystavena 1 hodinu trvajici
hypobarické hypoxii v simulované vysce 9000 m n.m. 24 hodin po hypoxii bylo zah4jeno uceni v
MWM.

3. “H1hF” = hypoxie 9000 m n.m., hodinu poté flurothylovy zachvat (n=10). Zvifata v této skupiné
byla vystavena 1 hodinu trvajici hypobarické hypoxii v simulované vysce 9000 m n.m. O jednu
hodinu pozdéji byl u nich pomoci inhalace flurothylu navozen generalizovany tonicko-klonicky
zachvat. 24 hodin po zachvatu bylo zahdjeno u¢eni v MWM.

4. “H3dF” = hypoxie 9000 m n.m., 3 dny poté flurothylovy zachvat (n=9). Zvirata v této skupiné
byla vystavena 1 hodinu trvajici hypobarické hypoxii v simulované vysce 9000 m n.m. O tii dny
pozdéji byl u nich pomoci inhalace flurothylu navozen generalizovany tonicko-klonicky zachvat.
24 hodin po zachvatu bylo zahajeno u¢eni v MWM.

5. “F1hF” = flurothylovy zachvat, za hodinu poté znovu flurothylovy zadchvat (n=10). U zvifat v
této skupiné byl indukovén flurothylovy zachvat, ktery byl o jednu hodinu pozdéji zopakovan. 24

hodin po druhém zachvatu bylo zahajeno u¢eni v MWM.
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6. “F3dF” = flurothylovy zachvat, za 3 dny poté znovu flurothylovy zachvat (n=10). U zvifat v této
skupiné byl indukovan flurothylovy zachvat. Za tii dny byl zachvat zopakovan. 24 hodin po
druhém zachvatu bylo zahajeno u¢eni v MWM.

7. “MI1hF” = Melatonin i.p., za hodinu poté flurothylovy zachvat (n=9). U téchto zvitat byl nejprve
i.p. aplikovan melatonin (100mg/kg/2ml ve 2% roztoku Tweenu ve fyziologickém roztoku). Za
hodinu byl u zvitat vyvolan flurothylovy zachvat. 24 hodin po z4chvatu bylo zahajeno uceni v

MWM.

Flurothylové zachvaty: Zvitata byla umisténa do vzduchotésné komory (V=14 1) se zevnim
ptivodem 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 padem (GTCS). Latence ke GTCS byla
zaznamenana. [hned po zachvatu byla smés flurothylu se vzduchem z komory odsata a nahrazena
vzduchem.

Hypobaricka hypoxie: Zvitata byla v hypobarické komote (ve skupinach po Ctyfech) vystavena na
jednu hodinu simulované vysce 9000 m n.m. (barometricky tlak cca 210 mm Hg; pO2 = 44 mmHg;
teplota = 24 + 1 °C). Vystup a sestup trval 10 minut (tato doba byla zavzata v celkovém case 1h).
Parcialni tlak COz byl udrZzovan na normalnich hodnotéch.

Prostorové uceni: Prostorové uceni v Morrisoveé vodnim bludisti (MWM) bylo zahajeno vzdy v
intervalu 24h po posledni experimentalni manipulaci. PouZili jsme klasicky test, pfi némz ma zviie
za ukol nalézt ostrivek ukryty pod hladinou. Zvitata byla testovana béhem sedmi po sobé jdoucich
dnti. Kazdy den bylo dané zvife testovano osmkrat. Laboratorni potkan byl umistén hlavou smérem
ke sténé bazénku, a to na jedné ze Ctyft startovacich pozic (SZ, SV, JZ, JV kvadrant). Po umisténi do
bazénku potkan plaval tak dlouho, dokud nenasel skryty ostrivek (Cas byl zaznamenan) anebo
dokud neuplynulo 60 s. V takovém piipad¢ byl zaznamenan ¢as 60 vtefin a zvife bylo z bazénku
vyjmuto. VSechny Ctyfi startovaci pozice byly jedenkrat zopakovany. Z osmi zkousek byl spocitan
prumérny ¢as pro dané zvite, a nasledné pramérny ¢as pro danou skupinu a dany den.

Porucha hematoencefalické bariéry po flurothylovém zachvatu: Zvlastni skupina zvifat (n=3) byla
pouzita k posouzeni pfitomnosti poruchy hematoencefalické bariéry po jednotlivém flurothylovém
zachvatu. Pfed zéchvatem byla potkantim i.v. aplikovéna Evansova modi (EB; 0.04 g/kg/2 ml). U
kontrol (n=4) byla aplikovana EB bez nasledného vyvolani zachvatu. Dvacetétyfi hodin po
probéhlém zachvatu byla zvifata utracena, mozky perfundovany roztokem paroformaldehydu,

fixovany a pomoci mikrotomu natfezany na 40 pum silné fezy. EB se v plasm¢ vaze ochotné na
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albumin. Komplex EB-albuminu emituje v zeleném svétle fluorescencniho mikroskopu cerveny
fluorescencni signdl. Timto zpiisobem bylo mozné zkoumat ptipadnou extravazaci komplexu EB-
albuminu do mozkového parenchymu. Za standardnich podminek (zvétSeni, expozice, ISO,
rozliSeni, format) jsme poftidili u kazdého zvifete digitalni mikrofotografie jednotlivych fezl. Déle
jsme stejnym zpisobem portidili mikrofotografie vybranych mozkovych oblasti (CA1, CA2, CA3,
thalamus, subthalamus, piriformni klira) ve vétSim zvétSeni. Digitdlni fotografie byly analyzovany
pomoci volné dostupného programu ImageJ 1.37v. Kromé& vizudlniho hodnoceni jsme u
experimentalnich i kontrolnich zvitat kvantitativné hodnotili miru EB-fluorescence v riznych
oblastech mozku. K tomuto ucelu jsme nad danou oblast umistili virtudlni rdmecek (1x2mm v
oblasti kortexu, resp. 200x200 pm v oblasti CA1, CA2, CA3, subthalamu, thalamu a piriformni
kife). V tomto ramecku byla pomoci nastrojii Image] zmétena priméerna desita signalu. Timto
zpusobem jsme ziskali soubor hodnot primérné denzity pro danou oblast a danou skupinu zvifat.
Statistické zhodnoceni: VSechny statistické vypocty byly provadény v programu GraphPad Prism®.
Pro zhodnoceni rozdild mezi skupinami co do primérnych latenci k nalezeni ostriivku v
jednotlivych dnech jsme vyuzili testu ANOVA s Bonferroniho post-testovym srovnanim skupin.
Statisticky signifikantni rozdily mezi skupinami byly nasledné potvrzeny pomoci neparového
(parového v piipad¢ porovnani konsekutivnich dnt v ramci jedné skupiny) t-testu. Pro srovnani
jednotlivych skupin co do prahu pro flurothylem indukovany GTCS byl vyuzit stejny postup
(ANOVA + Bonferroni post-test a nasledné cilené porovnani t-testem). Vzhledem k
neparametrickému rozlozeni hodnot signalové denzity EB-fluorescence byl k jejich porovnani mezi

experimentalni a kontrolni skupinou pouzit Mann-Whitneyho U-test.

2.2.1. Vysledky

Primérna doba od pocatku inhalace flurothylu k rozvoji generalizovaného tonicko-
klonického zachvatu s padem pro jednotlivé skupiny je uvedena v Grafu 2.2.1. Ve skupiné F3dF, tj.
u zvitat, u kterych méteny (druhy) zachvat nésledoval 3 dny po prvnim flurothylovém zachvatu,
doslo u druhého zachvatu k signifikantnimu zkraceni latence ke GTCS ve srovnani se vSemi
ostatnimi skupinami (skupina F: primérna latence 615, 5 + 55,6 s vs. skupina F3dF: primérna
latence 355,0 + 28,3 s, p=0,0007, neparovy t-test). Tento rozdil nebyl ptitomen, pokud dva
flurothylové zachvaty po sob¢ nasledovaly v intervalu 1 hodiny. Expozice hypobarické hypoxii tii
dny pfed zachvatem ani expozice melatoninu 1 hodinu pied zdchvatem nevedla ve srovnani se
skupinou zvitat exponovanych izolovanému flurothylovému zachvatu k signifikantni zméné prahu

pro GTCS. Byl vSak zaznamenan signifikantni rozdil v prahu pro GTCS mezi obéma zminénymi

52



skupinami navzajem (MellhF: primérn4 latence 668,0 + 39,1 vs. H3dF: primérna latence 520,0 +

33,1, p=0,0097 neparovy t-test).

Jednotlivy generalizovany tonicko-klonicky zachvat vyvolany inhalaci flurothylu zhorSuje

prostorové uceni v Morrisové vodnim bludisti (viz Graf 2.2.2.) Tento efekt pietrvava jest€ 7 dni po

zachvatu (F: priimérna latence 7. den 19,66 +1,62 s vs. kontroly: primérna latence 7. den 10,44 +
0,49 s, p=0,0001, neparovy t-test). Po jednotlivé expozici hypobarické hypoxii jsme pietrvavajici

zhorSeni u¢eni v MWM nepozorovali. Melatonin podany 1h pfed flurothylovym zachvatem rusil

negativni dopad zachvatu na uceni (F: primérna latence 7. den 19,66 £1,62 s vs. Mel1hF: primérna

latence 7. den 12,80 £ 0,92, p=0,0429, neparovy t-test). Podobny efekt méla hypobaricka hypoxie

Graf 2.2.1.: Latence k tonicko-klonickému zachvatu s padem (prah pro GTCS) v
jednotlivych skupinach
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Prah pro tonicko-klonicky zachvat s pddem v jednotlivych skupindch (latence v s). Z grafu je
patrné, Ze zvifata vystavena dvéma flurothylovym zachvatim v odstupu tfi dnti (F3dF) maji
signifikantné snizen prah pro GTCS, a to ve srovnani se vSemi ostatnimi skupinami, véetné
skupiny, kdy byl druhy flurothylovy zachvat aplikovan za 1h po prvnim (F1hF, p<0,0001,
neparovy t-test). Nizsi prah pro GTCS byl pfitomen téz u zvirat vystavenych hypobarické
hypoxii 3 dny pred zachvatem (H3dF), ale pouze ve srovnani se zviraty premedikovanymi
melatoninem 1h pfed zachvatem (MellhF, p=0,0097, neparovy t-test).

Skupiny: F = pouze flurothyl; H1hF = Hypoxie-1hodina-flurothyl; H3dF = hypoxie_3
dny-flurothyl; Mel1hF = Melatonin-1 hodina-flurothyl; F1hF = Flurothyl-1 hodina-
flurothyl; F3dF = Flurothyl-3 dny-flurothyl. Chybové usecky udavaji SEM.
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aplikovana 3dny, nikoli vSak 1h, pfed zachvatem (F: primérna latence 7. den 19,66 £1,62 s vs.
H3dF: primérna 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 hematoencefalické bariéry béhem flurothylového

zachvatu (viz Obr. 2.2.1).

Graf 2.2.2.: Protektivni vliv premedikace melatoninem a hypoxického preconditioningu na
prostorové uceni 7. den po flurothylovém zachvatu
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Ve vSech skupinach doslo od 1. do 7. dne k postupnému signifikantnimu zkraceni
prumérnych latenci k nalezeni ostrivku (tyto zfejmé rozdily nejsou z divodi prehlednosti
oznaceny hvézdickou). Zvifata vystavena izolovanému flurothylovému zachvatu maji 7. den
latence signifikantné delSi nez kontroly (p=0,0429, neparovy t-test). Hypobaricka hypoxie
(9000 m n.m.) aplikovana pouhou 1 hodinu pfed zachvatem (skupina H1F) nema protektivni
vliv (p<0,0001, nepdrovy t-test). Pfi vystaveni zvifete hypobarické hypoxii (9000 m n.m.) 3
dny pred flurothylovym zachvatem (skupina H3dF), nebo pfi podani melatoninu 100 mg/kg
i.p. 1 hodinu pred timto zachvatem (skupina MellhF) dochazi ke zruseni negativnich
dusledkt flurothylového zachvatu na prostorové uceni (hodnoty latenci ve skupinach H3dF a
Mel1lhF se nelisi od kontrol).

Skupiny: F = pouze flurothyl; H1hF = Hypoxie-1hodina-flurothyl; H3dF = hypoxie-3
dny-flurothyl; Mel1hF = Melatonin-1 hodina-flurothyl;

Legenda v pravém hornim rohu grafu.

Chybové usecky udavaji SEM.
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Obr. 2.2.1.: Hodnoceni poruchy hematoencefalické bariéry 24h po flurothylovém zachvatu

Mikrofotografie fezi mozkem v trovni kortexu (A), hipokampu (B), CA2 regionu hipokampu
(C) a CA3 regionu hipokampu (D). Zvifeti byla bezprostfedné pred zahajenim inhalace
flurothylu i.v. aplikovana Evansova modr (EB: 0,04 g/kg). V pripadé poruchy
hematoencefalické bariéry dochazi k extravazaci komplexu albuminu s EB. Okrsky
extravazace se nasledné v zeleném svétle fluorescencniho mikroskopu zobrazuji jako jasné
¢ervené plochy. Z obrazku je patrné, Ze k extravazaci EB v dusledku flurothylového zachvatu
nedochazi - komplexy EB a albuminu zustavaji v cévach.
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2.3. Ovlivnéni rozsahu ischemické léze hypoxickym preconditioningem a podianim melatoninu

2.3.1. Metodika

V experimentu byli pouziti dospéli samci potkana kmene Wistar (N=49, vaha 200-220g).
Veskeré procedury byly provadény v souladu s doporuéenimi Ministerstva zdravotnictvi CR a
schvaleny Etickou komisi 3. LF UK. Laboratorni zvifata byla aklimatizovana nejméné¢ tfi dny pied
experimentem v podminkach dvanactihodinového cyklu svétlo/tma a volnym piistupem k vod¢ a

potravé. Zvitata byla rozdé€lena do Ctyt nasledujicich skupin:

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

2. “MI1hPT” = Melatonin i.p., za hodinu poté fototrombdza (n=14). U téchto zvifat byl hodinu pred
zahajenim fototrombozy 1.p. aplikovan melatonin (100mg/kg/2ml ve 2% roztoku Tweenu ve
fyziologickém roztoku).

3. “PT”: Pouze fototromboza (n=16). Zvifata v této skupiné nebyla vystavena jakékoli
experimentalni manipulaci pfed fototrombozou.

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

fyziologického roztoku.

Hypobaricka hypoxie: Zvitata byla v hypobarické komote (ve skupinach po Ctyfech) vystavena na
jednu hodinu simulované vysce 9000 m n.m. (barometricky tlak cca 210 mm Hg; pO2 = 44 mmHg;
teplota = 24 + 1 °C). Vystup a sestup trval 15 minut (tato doba byla zavzata v celkovém case 1h).
Parciélni tlak CO2 byl udrzovan na normélnich hodnotach.

Fototromboza: Zvitata byla anestezovéna i.p. podanou smési ketaminu a xylazinu (ketamin 80 mg/
kg + xylazine 7 mg/kg 1.p.). Béhem celého experimentu zvifata nevykazovala znamky selhavani
vitalnich funkci. Po uvedeni zvifete do hluboké anestezie byla incidovana klize na hlavé ve stfedni
care a exponovana kalva. Bezprostiedné pied zahajenim sviceni laserem byla zvifatiim cestou
ocasni zily pomalu aplikovana Bengalska cervenn (RB: 4,5,6,7-tetrachloro-2',4",5',7'-
tetraiodofluorescein; 20 mg/kg/2ml ve fyziologickém roztoku). Po aplikaci traceru byla zvitata

pfemisténa do stereotaktického radmu, aby bylo zaji$téno pfesné zacileni laserového paprsku.
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Obr. 2.3.1.: Tti stupné fototromboticke 1éze

Grade I ; Grade 11 o Grade 111

Stupné fototrombotické l1éze v barveni TTC (pfevedeno do odstint Sedi). Zleva zadna léze
(stupen I), lehka léze (stupnen Il): léze postihujici pouze kortex Ci jeho cast, tézka léze
(stupen lll): 1éze zasahujici hluboko ke corpus callosum a subkortikalnim strukturam.

Predem sterotakticky definovand oblast levostranné senzomotorické kiry (AP 2, L 2 mm) byla
nasledné 9 minut transkalvarné ozafovana zelenym svétlem diodového laseru (LAGR50: vinova
délka 532nm, hustota vykonu 50 mW/mm?, ozafeny povrch <1 mm?, pracovni tepolota 20-30 °C,
odhadovana hloubka prtiniku 333 um).

Morfologie: Tti dny po skonceni fototrombozy byla zvitata v hluboké anestezii urethanem
transkardialné perfundovana fyziologickym roztokem (37 °C) a dekapitovana. Mozky zvifat byly
okamzité¢ vynaty a nakrajeny v korondrni rovin€¢ na 500 um silné fezy na urovni predpokladané
fototrombotické 1éze. K detekcei ischemické 1éze jsme vyuzili redukéni test 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloridem (TTC) (Khan S.H. et al., 2000). Rezy mozkem byly na dobu 45
minut ponofeny do barviciho roztoku (2% TTC v 0.1 M fosfatovém pufru zahtatém na 37°C) ve
zcela zatemnéné inkubacni nddobé vyhtivané na 37 °C. Po skonceni inkubace byly fezy omyty
fyziologickym roztokem. K zhodnoceni morfologickych zmén byly potizeny digitalni
mikrofotografie fez.

Hodnoceni lézi: Tetrazoliové soli jsou bezbarvé. V metabolicky aktivni tkani jsou redukovany na
barevné metabolity. Metabolicky neaktivni tkéan (ischemickéd 1éze) se proto ve srovnani s okolni
tkani zobrazi jako oblast vyblednuti. Léze byly na zdklad¢ tize rozd¢€leny do tii stupni: I = zddna
1éze, 11 = mirna 1éze (jen kortikalni), IIT = hluboké 1éze zasahujici i oblast striata (viz Obr. 2.1.1.).
Pocet zvifat s danym stupném 1éze byl zaznamendn pro kazdou skupinu. Ke srovnani jednotlivych
experimentalnich skupin vici kontrolam a obou experimentéalnich skupin navzajem byl vyuzit

Fishertiv exaktni test v kontingenéni tabulce.
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Graf 2.3.1.: Zastoupeni jednotlivych stupiil léze v jednotlivych skupinach
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Stupen léze

Zastoupeni jednotlivych stupnu léze v jednotlivych skupinach (vyjadfeno procentem zvitat s
danym typem léze v dané skupiné). U zvifat vystavenych samotné fototrombdze (tmavé Sedé
sloupce), stejné jako u zvifat exponovanych hypobarické hypoxii tfi dny pred fototrombézou
(sloupce stfedni Sedi) jsme zaznamenali pfevazné hluboké léze stupné lll. U zvirat
predlécenych melatoninem 1h pred fototrombdzou vyrazné kleslo procento zvirat s tézkymi
l[ézemi, u vice nez 50% se léze nevyvinula vibec.

2.3.2. Vysledky

U kontrolni skupiny (tj. u zvifat s iradiaci laserem bez pfedchozi aplikace RB) nebyly
ischemické 1éze pozorovany. Ve skupin¢€ PT (samotna fototrombo6za) jsme pozorovali ischemické
1éze u vsech zvirat (v 15 ptipadech supen III, tj. hluboké 1éze zasahujici k podkorovym strukturam,
v jednom piipad¢ lehka 1éze stupné II). U zvifat vystavenych hypobarické hypoxii 3 dny pied
fototrombozou (“H3dPT”) byly vysledky podobné (v 11 ptipadech 1éze stupné III, v jednom
pripad¢ stupné II). Ve skupin¢ zvitat predléCenych melatoninem jsme 1éze stupné 11l zaznamenali
pouze u Ctyt zvitat, 1éze stupné II byly pfitomny u dvou zvitat. U zbyvajicich osmi zvitat 1éze
nebyly pfitomny (stupen I). Porovnani skupin je uvedeno v Grafu 2.1.1. Redukce poctu zvitat s 1ézi
stupné III 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
skuping¢ predlécené melatoninem signifikantné vyssi ve srovnani se skupinou PT (p<0.0005) i se

skupinou H3dPT (p<0,0005).
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2.4. Elektrofyziologické zmény v hyperakutni fazi kortikalni fototrombézy.

2.4.1. Metodika

V experimentu byli pouziti dospéli samci potkana kmene Wistar (N=21, vaha 300-400g;
ANLAB, CR). Veskeré procedury byly provadény v souladu s doporudenimi Ministerstva
zdravotnictvi CR a schvaleny Etickou komisi 3. LF UK. Laboratorni zvifata byla aklimatizovana
nejméngé tfi dny pied experimentem v podminkéach dvandctihodinového cyklu svétlo/tma a volnym
pristupem k vod¢ a potrave.
Skupiny: Prvni skupina zvitat (PT; n=12) byla v pribéhu experimentu podrobena kortikalni
fototrombdze v oblasti pro zadni koncetinu senzomotorické kiliry pravé hemisféry. U druhé skupiny
(Las; n=9) byla stejné oblast exponovana pouze laserovému svétlu, bez soucasného podani
fotodynamického generatoru (Bengalské cervené). Experimentalni protokol se jinak u obou skupin
nelisil, a slouZzily proto vii¢i sobé jako kontroly.
Anestezie: 1.p. podana smés ketaminu (100 mg/kg i.p.; Narkamon, Spofa) a xylazinu (7 mg/kg i.p.;
Rometar, Spofa). Hloubka anestezie byla v priabehu experimentu kazdych pét minut testovana
jemnym stisténim kiize na planté zadni koncetiny zvifete. V ptipad¢ flek¢ni reakce byl podan i.p.
bolus stejné smési v redukované davce (25% davky pouZité pro uvod do anestezie). Teplota zvitat
byla béhem experimentu udrzovana pomoci podlozky vyhtivané na 37 °C.
Operativa: Operacni ptistup byl stejny v obou skupinach. Po uvedeni zvifete do hluboké anestezie
byla incidovana kize na hlavé ve stiedni Caie 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 fyziologickym roztokem
pravidelné svlazovany nerv byla nalozena bipolarni stfibrna stimulacni elektroda. Po této piiprave
byla zvirata pfemisténa do stereotaktického ramu, aby byla zajiSténa presna poloha registracnich
elektrod a zacileni laserového paprsku. Stereotakticky ram byl uloZen v odstinéné kleci s cilem
minimalizovat sitovy artefakt.
Fototromboza: Bezprostiedné pied zahajenim sviceni laserem byla zvifatiim ze skupiny PT podéna
pomalu nitrozilné Bengalska cerven (RB: 4,5,6,7-tetrachloro-2'4",5',7'-tetraiodofluorescein; 20 mg/
kg/2ml v 0.9 % FR). U zvitat ve druhé skupiné (Las) byl podan stejny objem fyziologického
roztoku. Nasledn¢ byla pfedem stereotakticky definovana oblast pravé senzomotorické ktry
(koordinaty vici bregmatu: AP = -2 mm, L=2 mm) exponovana zelenému svétlu diodového laseru

(LAGR50: vlnova délka 532nm, hustota vykonu 50 mW/mm?, ozafeny povrch <1 mm?, pracovni
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Obr. 2.4.1.: Schéma pokusu
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Vysvétlivky: Prehled experimentu. Pfed zahajenim sviceni laserem byl u kazdého zvirete 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 kuru 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 minutach byla stimulace jesté jednou zopakovana. Na ose x vynesen c¢as v minutach, PT

= fototromboédza (sviceni), SEP = somatosenzorické evokované potencialy, S = prima
kortikalni elektricka stimulace.

tepolota 20-30 °C, odhadovana hloubka pruniku 333 um). Expozice laserovému svétlu trvala v obou
skupinach 9 minut. Béhem sviceni byla leva Cast kalvy odstinéna pomoci akrylatové lamely
potazené alobalem. Pokus probihal v zatemnéné mistnosti s cilem vyloucit nechténou aktivaci RB
svétlem z prostiedi.

Elektrofyziologie: Elektrofyziologické zmény v hyperakutni fazi fototrombo6zy jsme hodnotili
jednak na zaklad¢ kortikalnich somatosenzorickych evokovanych potencialti (SEP) a dale na
zéakladé€ reakce na pfimou kortikélni stimulaci. Schéma pokusu zobrazuje Obr. 2.4.1. Dv¢ stfibrné
elektrody o priméru 0,8 + 0,2 mm byly v misté trepanacnich otvorti opatrné umistnény na dura
mater nad levou a pravou senzomotorickou oblast na vySe uvedenych stereotaktickych koordinatach
(AP =2 mm, L=2 mm, resp. -2 mm). Prvni z elektrod tak byla ulozena kontralateraln¢ vici
stimulaci n. ischiadicus a ipsilateralné vii¢i sviceni laserem (tj. vpravo) a slouZila nejen jako
registracni, ale v druhé ¢asti experimentu téz jako stimulacni elektroda. Druhd z elektrod pak byla
uloZena v zrcadlové oblasti - ipsilateralné viici stimulaci n. ischiadicus a kontralateralné viici
sviceni laserem (tj. vlevo). Referencni elektroda byla uloZena na nosni kosti zvitete.
Elektrokortikogram byl sniman soucasné z obou registracnich elektrod pomoci diferen¢niho
zesilovace CED 1401 (Cambridge Electronic Design Limited, UK). Pro zdznam signélu jsme
vyuzivali firemni software Signal for Windows 1.80 utility (Cambridge Electronic Design Limited,

UK). Biosignal byl zaznamenéavan v referencnim zapojeni s taktovaci frekvenci 1 kHz. V
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zdznamech odpovida oznacni ADC 0 vzdy pravé strané, ADC 1 levé stran€. Laserovy paprsek byl
zacilen na kortex v tésném sousedstvi pravostranné registracni elektrody, kterou ptimo
neosvétloval.

A. Somatosenzorické evokované potencialy n. ischiadicus (SEP). Pro stimulaci n. ischiadicus jsme
vyuzivali jednotlivé bipoldrni pravothlé pulzy v trvani 1 ms. U kazdého zvifete byl nejprve zjistén
prah pro SEP postupnym zvySovanim intenzity stimulace (kroky po 10 pA). Intenzita stimulace
byla nasledné stanovena na 2,5 nasobek prahu. Sniméani SEP probihalo v 1 s trvajicich pfebézich
(frames), a to tak, ze stimulacni pulz byl automaticky dodén vzdy 100 ms po zacatku tohoto
pieb¢hu. Stimulace n. ischiadicus byla zahajena 5 minut pied zacatkem sviceni a pokracovala
béhem nasledujicich 60 minut (viz Obr. 2.4.1.). U kazdého zvitete byly nasledné 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). Jednotlivé po sobé jdouci SEP v dané epose byly
zpruméerovany pomoci Signal for Windows v1.80. Tyto zprimérované SEP byly nasledné
analyzovany z pohledu zmén latenci a amplitud jejich hlavnich komponent. Hodnotili jsme
nasledujici proménné: 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 méteny peak-to-peak. Z takto ziskanych dat byly nasledn¢
dopocitany primérné latence a amplitudy jednotlivych komponent SEP pro kazdou z epoch v dané
skupiné a na dané strané.

B. Prima kortikalni stimulace: Ve druhé fazi pokusu (60 minut po zahdjeni - viz Obr. 2.4.1.) jsme u
kazdého zvitete provedli dvakrat po sob¢ piimou 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
zachvatt elektroklinickou korelaci. Pro uicely naseho pokusu byly elektrografické zachvaty
definovany jako paroxysmalni udalosti v trvani nejméné 2 vtetfiny s morfologii hrot-vlna, ¢iv
podobé rytmickych hrotli nebo ostrych vin s amplitudou zietelné pievysujici zékladni linii (nejméné
2x baseline), ¢i majici zfetelny vyvoj frekvence a/nebo amplitudy.

Histologie: Tt1 dny po dokonceni experimentu byla zvitata v hluboké anestezii urethanem
transkardialné perfundovéna fyziologickym roztokem (37°C) a dekapitovana. Mozek daného

zvitete byl ihned po dekapitaci vypreparovan a naiezan na 500 um silné koronarni fezy v Grovni
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Obr. 2.4.2.: Ukazka SEP n. ischiadicus v hyperakutni fazi fototrombozy
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Vysvétlivky: Ukazka zprimérovaného SEP n. ischiadicus z jednotlivych skupin. V levém
sloupci je ukazka zaznamu zvirete vystaveného fototrombdze, v pravém sloupci zdznam
zvirete 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 zaznam béhem pozdniho postiradiacniho obdobi. V obou
skupinach je patrny pokles amplitud SEP béhem sviceni laserem, avSak pouze ve skupiné PT

vychozim hodnotam. Zaznamy nejsou filtrovany.

piedpokladané fototrombotické 1éze. K detekci ischemické 1éze jsme vyuzili redukéni test 2,3,5-

triphenyltetrazolium chloridem (TTC) (Khan S.H. et al., 2000). Rezy mozkem byly na dobu 45
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minut ponoifeny do barviciho roztoku (2% TTC v 0.1 M fosfatovém pufru zahiatém na 37°C) ve
zcela zatemnéné inkubaéni nadob¢ vyhtivané na 37 °C. Po skonc¢eni inkubace byly fezy omyty
fyziologickym roztokem. K zhodnoceni morfologickych zmén byly pofizeny digitalni
mikrofotografie feza.

Statistické zpracovani. Pro statistické zhodnoceni byl vyuzit software GraphPad Prism 5.01
(GraphPad Software, Inc.). Pro hodnoceni parovych pozorovani s parametrickym rozlozenim (napf.
rozdill v latencich ¢i amplitudach SEP v ramci dané skupiny a dané strany béhem rtiznych fazi
experimentu) jsme pouzili analyzu rozptylu pro mnohonasobné porovnani (repeated measures
ANOVA), dle potieby s Tukeyho post-testovym porovnanim skupin. U neparametricky rozloZzenych
parovych dat jsme pouzili Friedmanniv test, piipadné s post-testovym porovnanim podle Dunnse.
Pro parové porovnani dvou skupin jsme pouzili bud’ parovy t-test (parametricka data), ¢i
Wilcoxoniiv test (neparametricka data). U neparovych pozorovani s parametrickym rozlozenim dat
(napft. srovnani mezi skupinami, ¢i leva vs. prava strana) jsme pouzili analyzu rozptylu (one-way

ANOVA) dle potieby s Tukeyho post-testovym porovnanim skupin. U neparametricky rozlozenych

Tabulka 2.4.1.: Primérné latence SEP

Latence vpravo (primarni projekce, oblast sviceni)

P1 PT baseline Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Mean 16,54 15,28 16,59 15,92 15,67 15,76
SD 2,021 0,454 4,136 2,522 2,731 1,451
SEM 0,6736 0,1513 1,379 0,8407 0,9656 0,4836
N1 PT baseline Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Mean 24,69 21,11 27,44 33,53 25,61 22,8
SD 7,572 0,5821 11,88 13,22 7,8 1,952
SEM 2,524 0,194 3,961 4,408 2,758 0,6507
P2 PT baseline Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Mean 35,57 30,33 42,66 48,58 41,56 33,6
SD 11,96 0,942 18,28 19,75 10,55 1,762
SEM 3,987 0,314 6,093 6,583 3,731 0,5875
Latence vlevo (kontralateralné k oblasti sviceni)

P1 PT baseline Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Mean 19,69 20,35 23,65 21,73 17,75 19,03
SD 2,552 2,062 8,641 3,929 3,863 1,984
SEM 0,8506 0,6873 2,88 1,31 1,366 0,6613
N1 PT baseline Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Mean 31,23 31,68 39,15 42,87 32,2 32,7
SD 6,904 7,182 14,2 11 10,04 10,64
SEM 2,301 2,394 4,734 3,668 3,551 3,547
P2 PT baseline Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Mean 43,68 4432 65,1 61,24 53,24 46,76
SD 11,62 13,93 15,48 15,99 13,69 13,69
SEM 3,874 4,642 5,16 5,329 4,841 4,562

Vysvétlivky: Tabulka udava primérné latence SEP (ms) v jednotlivych skupinach, v riznych
Castech experimentu. Pro kazdou pridmérnou hodnotu je uvedena SD a SEM. Signifikantni
rozdily viz text a Graf 2.4.1.
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Graf 2.4.1.: Primérné latence jednotlivych komponent SEP n. ischiadicus
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Vysvétlivky: Grafy udavaji primérné latence jednotlivych komponent SEP. Nahofe: latence v
oblasti primarni projekéni kiry, tj. vpravo (v misté sviceni). Dole: latence vlevo
(kontralateralné ke sviceni). Latence SEP vpravo byly obvykle signifikantné kratsi nez vlevo.
Mezi skupinami (PT vs. Las) se latence signifikantné neliSily. Ve skupiné PT byly oproti
baseline prodlouzeny latence P2 vlevo pfi sviceni. Ve skupiné Las bylo pozorovano
oboustranné prodlouzeni latenci N1 a P2 pf¥i sviceni oproti baseline. * p<0,05
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Graf 2.4.2.: Primérné amplitudy jednotlivych komponent SEP n. ischiadicus
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Vysvétlivky: Primérné amplitudy jednotlivych komponent SEP. Nahofe: amplitudy v oblasti
primarni projekéni kary, tj. vpravo (v misté sviceni). Dole: latence vlevo (kontralaterdlné ke
sviceni). Je patrno, Ze amplitudy vlevo byly v obou skupinach vzdy zretelné nizsi nez vpravo.
Pro ndzornost je u obou grafu pouzito stejné méfitko osy y. PFi srovnani zvifat s
fototrombdzou (PT) se zvifaty vystavenymi samotnému laseru nebyly zjiStény signifikantni
rozdily. V obou skupinach (PT i Las) doSlo pfi sviceni k signifikantnimu poklesu amplitudy N1
vpravo a P1 a N1 vlevo. Ddle byl v obou skupinach pfi sviceni zaznamenan pokles amplitudy
P2 vpravo, ale jen u skupiny Las byl statisticky signifikantni. V pozdni fazi se vSak amplituda

P2 ve skupiné PT (narozdil od Las) jiz nevratila k pavodnim hodnotam. * p<0,05
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dat Kruskal-Wallistiv test s post-testovym porovnanim podle Dunnse. Pro neparové porovnani dvou
skupin jsme vyuzili bud’ neparovy t-test, ¢i Mann-Whitneyho U test (neparametricka data). Vyskyt
naslednych vybojii u obou skupin byl porovnan Fisherovym exaktnim testem. Medidn trvani

naslednych vybojl u obou skupin byl porovnan Mann-Whitneyho U testem.

2.4.2. Vysledky

Somatosenzorické evokované potencialy n. ischiadicus (SEP).

Stimulace levého n. ischiadicus vyvolala v obou skupinach (PT, Las) reprodukovatelné
evokované odpovédi v senzomotorickém kortexu obou hemisfér. Zprimérované baseline SEP
vykazovaly charakteristickou morfologii s inicialni vyraznou pozitivitou (P1), nékdy ptedchazenou

dvéma mensimi pozitivnimi vinami, nasledné hlubokou negativni vychylkou (N1) a dalsi vysokou

Tabulka 2.4.2.: Primérné amplitudy SEP

Amplitudy vpravo (primarni projekce, oblast sviceni)

P1 PT baseline  Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Primér 0,5155 0,2886 0,5902 0,1772 0,3602 0,2657
SD 0,4494 0,2125 1,1100 0,1283 0,2552 0,1677
SEM 0,1498 0,0709 0,3701 0,0428 0,0902 0,0559
N1 PT baseline  Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Primér 1,3820 0,7565 0,4022 0,2450 0,6602 0,6365
SD 1,2840 0,5071 0,3028 0,1592 0,5920 0,3703
SEM 0,4281 0,1690 0,1009 0,0531 0,2093 0,1234
P2 PT baseline  Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Primér 1,1750 0,6500 0,3118 0,1415 0,4546 0,5240
SD 1,0490 0,3632 0,4744 0,1472 0,3795 0,3132
SEM 0,3497 0,1211 0,1581 0,0491 0,1342 0,1044
Amplitudy vlevo (kontralateralné k oblasti sviceni)

P1 PT baseline  Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Primér 0,0926 0,0843 0,0380 0,0461 0,0701 0,0607
SD 0,0656 0,0412 0,0158 0,0255 0,0444 0,0370
SEM 0,0219 0,0137 0,0053 0,0085 0,0157 0,0123
N1 PT baseline  Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Primér 0,2185 0,1454 0,0669 0,0553 0,1598 0,1368
SD 0,1451 0,1065 0,0454 0,0202 0,1097 0,0911
SEM 0,0484 0,0355 0,0151 0,0067 0,0388 0,0304
P2 PT baseline  Las baseline PT sviceni Las sviceni PT pozdni Las pozdni
Primér 0,1888 0,1174 0,0788 0,0528 0,1877 0,1413
SD 0,1401 0,1021 0,0737 0,0180 0,1413 0,0950
SEM 0,0467 0,0340 0,0246 0,0060 0,0500 0,0317

Vysvétlivky: Tabulka udava primérné amplitudy SEP (mV) v jednotlivych skupinach, v
ruznych ¢astech experimentu. Pro kazdou prumérnou hodnotu je uvedena SD a SEM.
Signifikantni rozdily viz text a Graf 2.4.2.
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pozitivitou (P2) viz Obr. 2.4.2. Tento pravidelny komplex P1-N1-P2 byl (jiz variabiln€) nasledovan
dal§imi pozdnimi komponentami.

Tvarové se SEP z primarni projek¢ni oblasti a kontralaterdlni (levé) strany vyrazné neliSily,
byly vSak zaznamenany rozdily co do amplitud a latenci. Latence SEP vpravo (primarni projekéni
oblast) byly u obou skupin (PT i Las) kratsi nez vlevo: baseline PT _Pldx: 16,54 0,67 SEM vs.
baseline PT Plsin 19,69 +0,85 SEM (p=0,0163, neparovy t-test); baseline Las P1dx 15,28 £0,15
SEM vs. baseline Las Plsin 20,35+0,69 SEM (p<0,0001, neparovy t-test); sviceni PT_P1dx
16,59+1,38 SEM vs. sviceni PT Plsin 23,65+2,88 SEM (p=0,0436, neparovy t-test); sviceni
Las Pldx 15,924+0,84 vs. sviceni Las_Plsin 21,73+1,31 SEM (p=0,0004, neparovy t-test); pozdni
PT P1dx 15,67+£0,97 SEM vs. pozdni PT Plsin 17,75+1,37 SEM (ns, neparovy t-test); pozdni
Las Pldx 15,76+0,48 vs. pozdni Las Plsin 19,3+0,66 SEM (p=0,001, neparovy t-test). Amplitudy
vSech komponent SEP vlevo byly signifikantné niz8i nez vpravo (viz Tab. 2.4.1-2. a Grafy 2.4.1-2.).

Mezi skupinami (PT vs. Las) se latence ani amplitudy jednotlivych komponent SEP v
jednotlivych fazich pokusu a na jednotlivych strandch signifikantné nelisily. Vyznamné rozdily vSak
byly zachyceny uvniti obou skupin béhem sviceni laserem (viz Tab. 2.4.1-2. a Grafy 2.4.1-2.).

Béhem sviceni laserem doslo v obou skupinach (PT 1 Las) k vyznamnému prodlouzeni
latence P2 vlevo oproti baseline (hodnoty v ms): PT P2sin baseline 43,68+3,87 SEM vs. PT_P2sin
sviceni 65,10+£5,16 SEM (p=0,006, repeated measures ANOVA, Tukey post-test); Las P2sin
baseline 44,32+4,64 SEM vs. Las_P2sin sviceni 61,24+5,33 SEM (p=0,0189, repeated measures
ANOVA, Tukey post-test). Ve skupiné vystavené pouze laseru (Las) bylo kromé toho pfi sviceni
zaznamenano signifikantni prodlouZeni latence P2 i v primarni projek¢ni oblasti (vpravo):

Las P2dx baseline 30,33+0,31 SEM vs. Las P2dx sviceni 48,60+6,58 SEM (p=0,0084, repeated
measures ANOVA, Tukey post-test), a dale signifikantni prodlouZeni latence N1 oboustrann¢:
Las N1dx baseline 21,11+0,19 SEM vs. Las_N1dx sviceni 33,53+4,41 SEM (p=0,0051, repeated
measures ANOVA, Tukey post-test), Las N1sin baseline 31,68+2,39 SEM vs. Las Nlsin sviceni
42,8743,67 SEM (p=0,0195, repeated measures ANOVA, Tukey post-test).

Krom¢ prodlouzeni latenci doslo béhem sviceni v obou skupinach (PT i Las) téz ke snizeni
amplitud oproti baseline, konkrétné u komponent N1 vpravo a P1 i N1 vlevo (kontralateraln¢ ke
sviceni): PT_N1dx baseline 1,38+0,43 SEM vs PT N1dx sviceni 0,40+0,10 SEM (p=0,0220,
repeated measures ANOVA, Tukey post-test); PT_Plsin baseline 0,09+0,02 SEM vs PT Plsin
sviceni 0,03+0,005 SEM (p=0,0472, repeated measures ANOVA, Tukey post-test); PT Nlsin
baseline 0,22+0,05 SEM vs PT_ Nlsin sviceni 0,07+0,02 SEM (p=0,0443, repeated measures
ANOVA, Tukey post-test); Las N1dx baseline 0,76+0,17 SEM vs Las N1dx sviceni 0,2540,05
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SEM (p=0,0027, repeated measures ANOVA, Tukey post-test); Las P1sin baseline 0,08+0,01 SEM
vs Las_Plsin sviceni 0,04+0,008 SEM (p=0,0274, repeated measures ANOVA, Tukey post-test);
Las Nlsin baseline 0,15+0,04 SEM vs Las N1dx sviceni 0,060,007 SEM (p=0,0193, repeated
measures ANOVA, Tukey post-test).

Obr. 2.4.3.: Ukazka naslednych vyboji
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A: typicky nasledny vyboj po ukonceni elektrické stimulace. Elektrokortiko-graficky zdznam
neni filtrovan a je usporadan shodné jako fez mozkem v levé casti obrazku (prava hemisféra
nahore, leva dole). Na fezech je mozné pozorovat mirny vybled v medialni ¢asti kortexu
pravé hemisféry, odpovidajici subakutni ischemii v barveni TTC. B: U jednoho ze zvitat se AD
rozvinul do dlouho trvajiciho spontanniho rekurentniho zachvatu - zdznam bylo mozno
hodnotit jako incipientni SE. Hornofrekvencni filtr v tomto pfipadé nastaven na 35 Hz.
Zaznam je usporadan v souladu s fezem mozkem umisténym vlevo (tj. prava hemisféra
nahore, leva dole).
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Obr. 2.4.4.: Ukéazka spontannich zachvatl po stimulaci
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Ukazka spontannich zachvatt po stimulaci. Uspofadani zaznamu je stejné jako u Obr. 2.4.3.
Pocatek zachvatu oznacuje vzdy Sipka. A: zachvat s pravostrannym zacatkem, B: zachvat s
levostrannym zacatkem, C: zachvat s bilateralnim zacatkem.



Ve skupiné Las doslo béhem sviceni navic k signifikantnimu sniZeni amplitudy komponenty
P2 vpravo: Las P2dx baseline 0,65+0,12 SEM vs Las_P2dx sviceni 0,14+0,05 SEM (p=0,0005,
repeated measures ANOVA, Tukey post-test).

Ve skupiné Las se latence a amplitudy v pozdnim postiradia¢nim obdobi signifikantné
nelisily od hodnot baseline (doslo k plné restituci SEP). Ve skupiné PT byly v pozdnim
postiradiacnim obdobi latence srovnatelné s baseline, avSak amplitudy N1 a zejména P2 zlstaly
signifikantné sniZené oproti baseline (p=0,0496, parovy t-test).

Primérna doba k prvnim znamkéam restituce SEP byla signifikantné del$i ve skupiné PT, nez
ve skupin€ 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 zvitat v obou skupinach jsme pomoci elektrické stimulace vyvolali nasledné
vyboje (AD). Ve skupiné PT se vyvolani AD zdafilo u 7/10 zvifat v prvni i druhé stimulaci, ve
skupin¢ Las u 7/9 zvitat v ptipad¢ prvni stimulace a u 5/9 zvirat v piipadé druhé stimulace. Tento
rozdil vSak nebyl statisticky signifikantni (Fishertiv exaktni test). Ukazka nasledného vyboje viz
Obr. 2.4.3. V obou skupinach bylo trvani AD shodné v pravé a levé hemisféte, nezaznamenali jsme
elektrograficky asymetrické ukonceni vyboje. Trvani AD u jednotlivych zvitat bylo velmi rozdilné,
pramérné délky AD se vSak vyznamné neliSily, at’ uZ pfi porovnani mezi skupinami, tak pfi
porovnani 1. a 2. stimulace uvnitt kazdé skupiny (viz Graf 2.4.3.).

Spontanni zachvaty po stimulaci se vyskytly pouze u dvou zvitat ve skupiné PT. Jednalo se
o dva zachvaty po prvni stimulaci (jeden zprava v trvani 4,04 s, druhy s bilateralnim zac¢atkem v
trvani 3,06 s) a 34 zachvatii po druhé stimulaci (13 se zacatkem zprava, dva zlevaa 19 s
bilateralnim zacatkem; celkové trvani zachvatt vpravo 131,3 s, vlevo 119,5 s). Ukazka zachvata

viz Obr. 2.4.4.

Histologické zpracovani.

Fotorombotickd ischemicka 1éze se v barveni TTC zobrazovala jako lokalizované vyblednuti
(viz Obr. 2.4.3-4. vlevo). Laterolaterarni a anteroposteriorni rozsah 1¢zi byl variabilni, 1éze vSak
vzdy zasahovaly do zna¢né hloubky, mnohdy do oblasti corpus callosum. U kontrolnich zvirat

nebyly morfologické zmény v barveni TTC pozorovany.
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2.5. Lokalni a vzddlen4a zména propustnosti hematoencefalické bariéry v disledku

fotochemicky navozené fokalni kortikalni ischemie

2.5.1. Metodika

V experimentu byli pouziti dospéli samci potkana kmene Wistar (N=20, vaha 200-220g).
Veskeré procedury byly provadény v souladu s doporuéenimi Ministerstva zdravotnictvi CR a
schvaleny Etickou komisi 3. LF UK. Laboratorni zvitata byla aklimatizovana nejméné tii dny pred
experimentem v podminkéach dvanactihodinového cyklu svétlo/tma a volnym ptistupem k vodé a
potravé.
Skupiny: Zvitata v experimentalni skupiné (n=16) byla rozdélena na dvé podskupiny. V prvni
podskupiné (“PB”, n=8) byl k anestezii vyuzit pentobarbital (20 mg/kg i.p.), ve druhé podskupiné
(“KX”, n=8) smés ketaminu s xylazinem (ketamin 80 mg/kg + xylazine 7 mg/kg 1.p.). Kontrolni
skupina (n=4) nebyla vystavena ischemii. Hloubka anestezie byla testovana v pétiminutovych
intervalech stisknutim kize zvifete na plosce zadni nohy anatomickou pinzetou. V piipadé flexe
zadni koncetiny byl aplikovan i.p. bolus anestetika v davce odpovidajici 1/2 vypoctené davky
pouzité k uvodu do anestezie. Obvykle bylo bolusové podani anestetika nutné cca 20 minut po
zacCatku, pred fixaci zvifete do stereotaktického ramu. Béhem celého experimentu zvirata
nevykazovala znamky selhdvani vitalnich funkci.
Operativa: Po uvedeni zvifete do hluboké anestezie byla incidovana klize na hlavé ve stfedni ¢aie a
exponovana kalva.
Fototromboza: Bezprostredné pied zahdjenim sviceni laserem byla zvifatim cestou ocasni zily
pomalu aplikovana Bengalské cerven (RB: 4,5,6,7-tetrachloro-2'4",5',7'-tetraiodofluorescein; 20
mg/kg/2ml v 0.9 % FR), ndsledovana bolusem Evansovy modii (“EB”: 6,6'-[(3,3'-dimethyl-[1,1'-
bifenyl]-4,4'-diyl)bis(azo)]bis[4-amino-5-hydroxy-1,3-naftalendisulfonova kyselina] tetrasodna stl;
0.04 g/kg/2ml; rozpusténa v 0.9 % NaCl). Evansova modf je (narozdil od jinych fluorescenénich
tracerti, napf. od natrium fluoresceinu) v plasmé velmi rychle navazana na sérovy albumin.
Extravazace EB je tedy velmi spolehlivym markerem extravazace albuminu. EB byla podana jesté
pred zah4jenim sviceni s cilem postihnout jakékoli naruSeni hematoencefalické bariéry (HEB) v
prvnich 24 hodinach, byt’ by nastalo v samém pocatku fototrombdzy. Po aplikaci tracert byla
zvitata pfemisténa do stereotaktického ramu, aby bylo zajisténo presné zacileni laserového paprsku.
Nasledné byly tfi pfedem stereotakticky definované koordinaty nad pravou senzomotorickou kiirou
(AP1,L 0,5, AP0, L-1, AP-1, L 0,5) postupn¢ ozarovany zelenym svétlem diodového laseru
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(LAGR50: vlnova délka 532nm, hustota vykonu 50 mW/mm?, ozafeny povrch <1 mm?, pracovni
tepolota 20-30 °C, odhadovana hloubka priiniku 333 um). Expozice laserovému svétlu trvala na
kazdé koordinaté 6 minut (tj. celkova doba ozatreni pro dané zvite byla 18 minut). U kontrolnich
zvitat jsme postupovali stejné, nebyla vSak vystavena laserovému svétlu.

Morfologie: Dvacetétyii hodin po skonceni fototrombozy byla zvitata v hluboké anestezii
urethanem transkardialné perfundovana roztokem paraformaldehydu a dekapitovana.
Vypreparované mozky byly fixovany v roztoku paraformaldehydu a nasledné na mikrotomu
nakrajeny v koronarni roviné€ na 40 pum silné fezy. Rozsah ischemické 1éze a

pritomnost extravazace komplexu EB-albumin byla nasledné studovana ve fluorescencnim
mikroskopu (Olympus™). Komplex EB-albuminu emituje v zeleném svétle fluorescenéniho
mikroskopu ¢erveny fluorescencni signal. Za standardnich podminek (zvétSeni, expozice, ISO,
rozliSeni, format) jsme pofidili digitalni mikrofotografie levé a pravé hemisféry u vSech
jednotlivych fezt mozkem od daného zvitete. Kde bylo tieba, byly potizeny dodate¢né fotografie
ve vétsim zvétSeni. Takto ziskané digitalni fotografie byly ndsledné analyzovany pomoci volné
dostupného programu ImageJ 1.37v (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA; http://
rsb.info.nih.gov/ij/).

Hodnoceni ischemické léze a perifokalni poruchy hematoencefalické bariéry: Oblast nekrozy byla
na kazdém fezu ostfe ohraniena (viz Obr. 2.5.1.). Pomoci néstroji programu ImageJ byl rozsah
oblasti nekrozy na kazdém fezu zméfen a vynasoben tlouStkou fezu (40 pm). Soucet takto
ziskanych hodnot udaval objem nekrézy (NV) pro dané zvife. Podobné¢ byl zméten objem tkané s
extravazaci komplexu EB-albuminu (EBEV, objem tkan¢ s poruchou HEB). Oblast extravazace EB-
albuminu byla na kazdém fezu manualné oznacena. Jeji hranice byly definovany jako oblast, kde jiz
neni jasn¢ patrné zvyseni fluorescencniho signdlu (viz Obr. 2.5.1.). Obsah takto definované oblasti
byl vynasoben tloustkou fezu. Soucet hodnot ze vsech ezl udaval objem tkan¢ s poruchou HEB
(EBEV). VSechna méfeni (608 ezl ve skupiné PB, 546 tezl ve skupiné KX group) byla provedena
jednim hodnotitelem (D-K), aby byla minimalizovana inter-rater variabilita.

Hodnoceni vzdalenych zmen propustnosti HEB: Porucha HEB v kontralateralni hemisféte byla
hodnocena dvéma zptsoby. V prvni fad¢ byly vSechny fezy vizudln¢ prozkoumany s cilem najit
okrsky zvySeni fluorescence EB-albuminu, pfipadné tzv. EB-pozitivni buiiky (tj. buitky akumulujici
EB-albumin). Druhy zpiisob hodnoceni spocival v kvantifikaci fluorescencniho signalu EB-
albuminu na pozadi a nasledném hodnoceni rozdili v tomto parametru u jednotlivych skupin. K
tomuto ucelu jsme na kazdém Sestém fezu mozkem nad zrcadlovou oblast kortexu v misté 1éze

umistili virtudlni rémecek (1x2mm). V tomto ramecku byla pomoci nastrojii ImageJ zméfena
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pramérna desita signalu. K méteni denzity signalu vyuziva ImageJ méfeni praimérné hodnoty Sedi
(mean grey value = soucet hodnot Sedi kazdého pixelu v selektované oblasti vydéleny poctem
pixelll). U obrazkl typu RGB je kazdy pixel konvertovan do stupiili Sedi pomoci vzorce (stupeit
Sedi = (stupeni Cervené + stupeil zelené + stupent modré)/3). Timto zpisobem jsme ziskali od
kazdého zvitete v dané skupiné primérnou signadlovou denzitu vybrané oblasti kontralateralni ktry.
Rozdily téchto denzit mezi skupinami byly statisticky porovnany.

Statisticke hodnoceni: Pro statistické zhodnoceni byl vyuzit software GraphPad Prism 5.01
(GraphPad Software, Inc.). Parametrické data (rozdily objemt 1éze ve skupiné PB a KX) byla
porovnana pomoci neparového t-testu. Neparametricka data (primérné hodnoty signalové denzity k
kortexu kontralateraln¢ k 1ézi) byla porovnana pomoci Kruskal-Wallisova testu a Mann-Whitneyho

U testu.

Graf 2.5.1.: Objem léze a oblasti poruSené hematoencefalické bariéry ve skupinach
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Pramérny objem lézi v podskupinach s riiznymi druhy anestezie. Primérny objem oblasti
nekrdzy je uveden v prvnich dvou sloupcich (svétle sedd), prumérny objem oblasti
extravazace EB-albuminu (oblasti s porusenou HEB) v prostfednich dvou sloupcich (Sedé
tecky) a celkovy objem léze v poslednich dvou sloupcich (tmavé Sedd). Ve skupiné
anestezované pentobarbitalem byla oblast poruchy HEB signifikantné rozsahlejsi ve srovnani
se zviraty anestezovanymi ketaminem-xylazinem. * p<0,05. Chybové Usecky = SEM.
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Obr. 2.5.1.: Léze a porucha hematoencefalické bariéry ve fluorescencnim mikroskopu

Ukazky mikrofotografii pofizenych fluorescenénim mikroskopem. A: Typicky obraz
fototrombotické ichemické Iéze. Nekrotické jadro je obklopeno jasné cervenou oblasti
extravazace komplexu EB-albumin. Hranice oblasti nekrézy a oblasti porusené HEB jsou
vyznaceny tenkou carou. V dolni poloviné obrazku je mozné pozorovat pfitomnost
fluorescence v cévach. B: Rozhrani nekrézy a oblasti s porusenou HEB v detailu. Bunky
akumulujici EB-albumin jsou patrné jako jasné cervené tecky obklopené oblasti porusené
HEB (oznaceno ¢ernym trojuhelnikem). C: Vétsi perforujici céva s EB-albuminem adherujicim
k cévni sténé a unikajicim do intersticia (viz cerné trojuhelniky). D: Pohled na rozhrani
nekrotického jadra a oblast porusené HEB ve vétSim zvétSeni. Opét jsou patrné bunky
akumulujici EB-albumin, tentokrat v blizké souvislosti se zfetelnou extravazaci EB-albuminu
z vétsi cévy (viz Cerny trojuhelnik). E: Pohled na kontralateralni hemisféru u zvirete
anestezovaného pentobarbitalem v prehledném zvétseni. V levé poloviné hemisféry je patrno
zvyseni fluorescence EB-albuminu (tj. pfitomnost poruchy HEB). Pfiblizna hranice zmény je
naznacena Cernym trojuhelnikem. F: Signalové zmény v medialni ¢asti hemisféry
kontralateralni k ischemické lézi u zvifete anestezovaného pentobarbitalem (viz ¢erné
trojuhelniky).
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2.5.2. Vysledky

U obou experimentalnich podskupin byly 24h po fototrombdze 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 subkortikalnich struktur (viz Obr. 2.5.1A). Na nékterych fezech
byly na rozhrani nekrozy a oblasti s poruSenou HEB pozorovany shluky jasné ¢ervené nabarvenych
bungk, tj. bun¢k akumulujicich komplex EB-albumin (viz Obr. 2.5.1B,D). EB-albumin byl dale
pritomen v cévach kortikalné i subkortikalné v obou hemisférach (viz Obr. 2.5.1C,D). Endotel
pidlnich cév a perforatorii bézicich do hloubky (kolmo na povrch hemisféry) byl €asto pokryt
fluorescenénim materialem, u vétsich cév bylo mozné pozorovat prinik komplexu EB-albumin do

extracelularniho prostoru (viz Obr. 2.5.1C,D).

Graf 2.5.2.: Median signdlové denzity v kontralateralni hemisféte (zrcadlova oblast vici 1ézi)
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Median signalové denzity fluorescence EB-albuminu v selektované casti kontralateralni kiry
(rdmecek 1x2mm v oblasti zrcadlové vuci ischemické 1ézi). Ve skupiné zvifat anestezovanych
pentobarbitalem byla tato hodnota signifikantné vyssi nez u zvirat anestezovanych
ketaminem-xylazinem a u kontrol (pro srovnani pouzit Kruskal-WalliGv test s posttestovym
porovnanim podle Dunna). *** p<0,0001, chybové Gsecky neuvedeny (neparametricka data).
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Celkovy objem léze (TLV = NV + EBEV) se v obou experimentéalnich podskupinach
vyznamng neli§il (TLV_PB =9.4 £+ 1.3 mm3 SEM vs. TLV_KX = 8.3 +£2.1 mm? SEM). Objem
nekrozy (NV) byl v podskupiné anestezované ketaminem-xylazinem ponékud vyssi, rozdil vsak
nebyl statisticky signifikantni (NV_PB = 5.1 + 0.7 mm? SEM vs. NV_KX = 6.3 + 1.9 mm> SEM).
Objem extravazace komplexu EB-albuminu (EBEV), tj. objem tkan¢ s poruchou HEB byl ve
skupiné anestezované ketaminem-xylazinem signifikantné 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) (viz Graf 2.5.1.).

Ve skupiné anestezované pentobarbitalem byl statisticky vyznamné vys$si median signalové
denzity EB-fluorescence v hemisfére kontralateralni viic¢i ischemické 1ézi (p < 0.0001, Mann-
Whitney U test). Ve skupin¢ anestezované ketaminem-xylazinem byl median signalové denzity EB-
fluorescence v kontralateralni hemisféfe srovnatelny s kontrolami (Graf 2.5.2.).

U dvou zvitat ze skupiny anestezované pentobarbitalem bylo pii vizudlnim hodnoceni
pozorovano difuzni zvySeni fluorescence ve vzdalenych oblastech kontralateralni hemisféry (Obr.

2.5.1.E, F). Buiikky akumulujici EB-albumin vSak v kontralateralni kiife nalezeny nebyly.
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3. Souhrnna diskuse

V prvni poloviné experimentalni ¢asti své prace se zabyvam disledky jednotlivych akutnich

generalizovanych tonicko-klonickych epileptickych zachvati (GTCS) a moznosti jejich ovlivnéni.

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

klonickem epileptickem zdachvatu.

Casné obdobi po skonéeni GTCS je v klinické praxi nékdy ozna¢ovéano jako faze postiktalni
deprese. Klinicky je charakterizovano behaviordlnim Utlumem: v prvni fazi je pfitomno koma s
generalizovanou hypotonii, souc¢asné se dostavuji projevy autonomni nestability (mydriaza,
tachykardie, n¢kdy arytmie, tachypnoe). Tato faze trva u lidi nékolik minut (obvykle 3-4 minuty) a
je nasledovana pozdni postiktalni fazi (2-10 minut), béhem které se postupné funkce CNS vraci k
normé, pacient vS§ak muize byt inicialné vyrazné zmateny a mohou se dostavit behavioralni
automatismy. Po skonceni této faze pacient obvykle usina (Gastaut H. a Broughton R., 1972;
Panayiotopoulos C.P., 2007). Obdobi postiktalni deprese je doprovazeno fadou neurofyziologickych
a metabolickych zmén. Na trovni jednotlivych neuronti a gliovych buné¢k jde zejména o energetické
vycerpani s poklesem ATP, dysfunkci mitochondrii, acidézu, intraceluldrni edém, zvySeni
extracelularni koncentrace draselnych iontl a pokles extracelularni koncentrace kalciovych ionti.
Na urovni synapsi napt. o vy€erpani synaptickych zasob neurotransmiterti a negativni ovlivnéni
jejich uvoliiovani (mj. v diisledku snizené koncentrace kalcia), produkei adenosinu, endogennich
opioidil a dalSich neuromodulétort. Na trovni glioneurélnich jednotek zejména o tzv. spatial
buffering zvySené koncentrace extracelularniho kalia a zpétny uptake glutamétu. Z pohledu
neurovaskularnich jednotek dochazi k lokalnim i1 globalnim zménam prokrveni (Engel J., Jr., 1984;
Wiest R. et al., 2006), navic mize byt ovlivnéna propustnost hematoencefalické bariéry. Konecné
na urovni lokalnich a vzdalenych neurondlnich siti 1ze pozorovat zvySenou aktivitu inhibi¢nich
interneuronti ¢i zvySenou aktivitu inhibi¢nich podkorovych okruhi. Vynikajici souhrn
patofyziologickych zmén dostavujicich se na konci zachvatu ptehledné uvadéji Lado a Moshé
(Lado F.A. a Moshe S.L., 2008). Postiktalni deprese se vyrazné odrazi ve zménach EEG,
evokovanych potencialt a funkénich zobrazovacich metod (Koepp M.J. et al., 2010). Mechanismy

vedouci k postiktalni depresi jsou pravdépodobné aktivovany jiz béhem zachvatu a zfejmé
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pfispivaji k jeho ukonceni. Oproti faktorim vyvolavajicim zachvaty jsou vSak mechanismy
postiktalni deprese podstatné méné prozkoumany. Pfitom jejich pochopeni ma zésadni vyznam
napiiklad pro porozuméni patogeneze status epilepticus (SE).

Pti hodnoceni elektrofyziologickych dusledki epileptickych zachvatii v experimentéalnich
podminkdach je namisto terminu postiktalni deprese vhodnéjsi pouZzivat termin postiktalni inhibice.
Postiktalni inhibice je definovana jako stav (obdobi) po zachvatu, béhem kterého je velmi obtizné
vyvolani nového zachvatu stejnym druhem stimulace. V modelu kortikélniho nasledného vyboje
(SSAD) lze postiktalni inhibici testovat pomoci opakované stimulace aplikované v riznych
casovych intervalech od skonceni pfedchoziho SSAD. U dospélych potkant je vyvoldni SSAD
méné pravdépodobné béhem prvnich 3-5 minut od ukonceni pfedchoziho zachvatu. Vyvolané
SSAD maji navic signifikantné kratsi trvani. Pfi stimulaci v intervalu nad 10 minut od ukonceni
ptedchoziho zachvatu Ize nékdy naopak 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 ukonceni SSAD obvykle zachvat nevyvola.

V nasem prvnim experimentu jsme si proto kladli otazku, zda 1ze vhodnymi parametry
stimulace postiktalni inhibici po generalizovaném tonicko-klonickém epileptickém zachvatu
prolomit. Pomoci stimulace se stejnou frekvenci, jakou méla stimulace aplikovand k vyvolani
SSAD (8 Hz), ale s polovi¢ni intenzitou (2,5x prah) a kratkym trvanim (0,5 s) se nam selhani
postiktalni inhibice skute¢né podafilo navodit. Tuto stimulaci jsme oznacili jako kratké salvy ctyt
pulst (tzv. 4P). Aplikace 4P vedla vyznamné Castéji k vyvolani zdchvatl (tzv. spontanni rekurentni
zéachvaty) a to i v obdobi bezprostfedné po odeznéni SSAD (viz Graf 2.1.2). Ukazka zachvatu je
uvedena v experimentalni sekci (viz Obr. 2.1.3.). Pfitomnost rekurentnich zachvatti i v obdobi
bezprostiedné po ukonceni SSAD sveéd¢i proti ivaze, Ze postiktalni inhibice je vylu¢né pasivnim
déjem, vyplyvajicim z vyCerpani synaptickych mechanismti. Piestoze bylo elektromikroskopickymi
studiemi dokumentovano vyrazné snizeni presynaptickych vezikul bezprostiedné¢ po SSAD
(Langmeier M. a Mares J., 1984), neurondlni sit’ je i v této fazi zjevné stale schopna generovat
zachvaty. Postiktalni inhibici je proto tfeba vnimat téz jako aktivni d¢j. Kratké salvy Ctyt pulzi bud’
oslabuji inhibi¢ni mechanismy (tj. inhibuji inhibici), nebo naopak potencuji pfetrvavajici excitacni
mechanismy v neuronalni siti tak, ze nad aktivni postiktalni inhibici pfevazi. Je mozné, ze oba tyto
mechanismy jsou zprostfedkovany soucasné€. Tyto zmény jsou pravdépodobné vyluéné funkéniho
charakteru, nebot’ je malo pravdépodobné, Ze by tak ¢asné a pii zvolenych parametrech stimulace

dochazelo k vyznamné bunécéné ztrate.
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Ve svych experimentech z 80. let popisuji Mares a kol. postupné prodlouzovéani SSAD pii
stejnych stimulacnich parametech jako v nasi préci (tj. trvani 20s, frekvence 8Hz, intenzita 5x prah,
interstimulac¢ni interval 10 minut) (Mares J. et al., 1983). Prodluzovani (akutni kindling) Ize
vysvétlit napt. zrychlenim obratu synaptickych vezikul (rychlej§imu pfisunem neuromediatoru)
(Langmeier M. et al., 1983) ¢i zménami v iontovém sloZeni intersticialni tekutiny (zejména sniZeni
extracelularni koncentrace kalcia) (Heinemann U. et al., 1977). Zmény koncentrace iontll by vSak
mély byt velmi rychle (fddové béhem sekund) kompenzovany, i kdyz ptipadna dysfunkce glie by
mohla tuto kompenzaci narusit.

Narozdil od starSich experimentti jsme prodluzovani SSAD nereprodukovali. Nicméné
oproti jinym pracim byl nd$ pokus rozdilny pro pfitomnost dalsi stimulace béhem desetiminutovych
interstimulacnich intervala (jednotlivé pulsy ¢i salvy 4P kazdych 20s). Neptitomnost akutniho
kindlingu jsme pozorovali i u zvifat, u nichz byly aplikovany jednotlivé pulzy. Ve skupiné s aplikaci
salv 4P byly SSAD ve vSech ptipadech delsi, nez ve skupiné se stimulaci jednotlivymi pulzy,
ptestoze statisticky vyznamny rozdil byl v tomto smyslu pozorovan jen u druhého SSAD (viz Graf
2.1.1.). Tyto vysledky déale dokumentuji vyrazné naruSeni inhibice ve skupiné s aplikaci 4P. Zda se,
ze zatimco samotna piitomnost elektrické stimulace v intervalu mezi jednotlivymi SSAD blokuje
akutni kindling, salvy 4P interferuji s inhibicnimi mechanismy aktivnimi bezprostfedné po odeznéni
SSAD, coz vede k ¢astéjSim spontdnnim zachvatim.

O konkrétnich mechanismech vysvétlujicich zvySeni excitability pii stimulaci 4P miizeme
pouze spekulovat. V diisledku stimulace salvami 4P mtize dochazet k ovlivnéni inhibi¢nich
GABAergnich interneuronti ¢i excitaén¢ zapojenych interneuronti typu mechovych bunék (Ratzliff
A. etal., 2002). Akutni plastické zmény na Girovni synapsi byly pozorovany v pribé¢hu
generalizovaného tonicko-klonického SE, kdy dochézi k internalizaci GABAA receptori (Chen J.W.
et al., 2007; Naylor D.E. et al., 2005) a dale ke zvySeni poctu NMDA receptorti na neuronalni
cytoplasmatické membrané (Naylor D.E. et al., 2013). V dasledku zachvatti mohou vSak byt
ovlivnény receptory i pro dal$i neurotransmitery a neuromodulatory (napt. neuropeptidy, opioidy)
(Velisek L. a Mares P., 1992). Stimulace kratkymi salvami 4P by také mohla vést k akutnim
plastickym zméndm na Grovni synapse, at uz ve smyslu sniZeni aktivity GABAergnich, ¢i zvySeni
aktivity glutamatergnich synapsi. Pfiiny zvySené excitability pfi stimulaci 4P vSak mohou byt

podminény fadou dalSich metabolickych ¢i biochemickych zmén.
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Hypotéza 2:
Predchozi expozice generalizovanému tonicko-klonickému zachvatu ovliviiuje prah pro zachvat

nasledujici.

Akutni plastické zmény byly kromé SSAD popséany téZ v jinych modelech akutnich
generalizovanych zachvatl, napt. v modelu flurothylovych kieci. Ni a kol. popsali u mlad’at
potkant po izolovaném flurothylovém zachvatu snizeni exprese alfal-podjednotky GABAA
receptoru (Ni H. et al., 2005), Bo a spolupracovnici naopak zvyseni exprese podjednotek
glutamatovych NMDA receptorti (Bo T. et al., 2003). I v modelu flurothylovych kieci byl
zaznamenan fenomén “akutniho” kindlingu, byt’ v osamocené praci Samoriskiho a kol. (Samoriski
G. a Applegate C., 1997). Ve své praci dokumentovali postupné snizeni prahu (latence) pro
generalizované zachvaty a prahu (latence) pro myoklonické zaskuby, a to u zvifat, kterym byly
flurothylové zachvaty indukovany kazdy den. Snizeni prahu bylo vyjadieno jiz u druhého zachvatu,
maxima dosahovalo po patém zachvatu (dni).

Predpoklad, ze expozice generalizovanému tonicko-klonickému zachvatu ovlivituje prah pro
zéachvat nésledujici jsme potvrdili 1 v naSich experimentech. Zaznamenali jsme zkraceni latence ke
GTCS u nasledujiciho (druhého) flurothylového zachvatu. Interval mezi zachvaty nutny pro rozvoj
této zmeény Cinil v nasich podminkach tii dny. Aplikace druhého zachvatu v intervalu 1h nevedla ke
snizeni prahu pro tento druhy zachvat. Moznost ovlivnéni prahu pro GTCS ve flurothylovém
modelu jsme testovali téZ pomoci jinych faktori, jmenovité hypobarické hypoxie aplikované jednu
hodinu ¢i tfi dny pted zdchvatem a podani melatoninu 1h ptfed zachvatem. Signifikantni ovlivnéni
latenci pro rozvoj GTCS s padem jsme vSak nezaznamenali (viz Graf 2.2.1.).

Na zékladé nasich vysledku 1ze spekulovat, ze fenomén akutniho kindlingu pozorovany v
modelu SSAD a projevy kindligu v modelu flurothylovych kie¢i podmiiiuji odliSné mechanismy: v
prvnim piipadé€ jde o zmény projevujici se v fadu minut, v druhém ptipad€ o zmény dostavujici se
béhem jednoho az n¢kolika dni. Kromé vyse uvedenych plastickych zmén na tirovni synapse byla i
po izolovaném flurothylovém zachvatu prokazana u C57BL/6J mysi zvySena mitoticka aktivita a
neurogeneze v oblasti hipokampu (Ferland R. et al., 2002) detekovatelna jesté 3. den po zachvatu, a
dale (po opakovanych zachvatech) u mlad’at potkant téz sprouting mechovych vlaken CA3 sektoru
hipokampu (Holmes G. et al., 1998; Huang L. et al., 1999; Liu Z. et al., 1999; Sogawa Y. et al.,
2001) a tvorba rekurentnich excitaénich kolateral. Neurogeneze i plastické zmény, které mohou
ptispivat k pozorované hyperexcitabilité, vyzaduji syntézu fady proteintl. Proteosyntéza mize byt
stimulovana i v disledku zvyseni transkripce Casnych gent a po izolovaném flurothylovém
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zéachvatu bylo zvySeni transkripce Hsp-72, s-fos a c-jun skute¢né pozorovano (Jensen F. et al., 1993;
Lowenstein D. et al., 1990). Je pozoruhodné, Ze ani po opakovanych flurothylovych zachvatech
mnohdy nedochézi k vyraznym bunéénym ztratdm: napt. Wasterlain pozoroval cca 6% ubytek
neurond hipokampu po 20 epizodach flurothylovych kie¢i (Wasterlain C.G., 1976), Sperber a kol.
nepozorovali ibytek neuronti ani po flurothylovém SE (Sperber E. et al., 1999). Ani v naSich
podminkach jsme pfitomnost vyznamné neurondlni ztraty po flurothylovém zachvatu

nezaznamenali.

Hypotéza 3:
Izolovany epilepticky zachvat ma pretrvavajici behavioralni diisledky, jejichz pricinou je porucha

hematoencefalické bariéry.

I vyluéné funkéni zmény po probehlém zachvatu mohou pretrvavat relativné dlouhou dobu.
generalizovanému flurothylovému zachvatu dochazi k poruse procesu prostorového uceni v
Morrisove€ vodnim bludisti (MWM) u naivnich zvifat, 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 pied zdchvatem tento negativni disledek zachvatu rusi
(v dal$ich experimentech se prokazal podobny vliv expozice hypoxiii § 000 m n.m.). Jedna se tedy
o projev hypoxického preconditioningu. Soucasné bylo dokumentovano, ze horSeni vykonu v
MWM neni dano pietrvavajicimi spontdnnimi epileptickymi zachvaty (Mares J. et al., 2005).
Porucha prostorového u€eni byla popsana i1 v jinych modelech akutnich zachvatl (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), byla vSak
vetSinou vysvétlovana extenzivni neuronalni ztratou v téchto modelech.

Testovali jsme jesté dalsi mozny mechanismus negativniho ovlivnéni u¢eni po
flurothylovém zachvatu. V posledni dobé je zdliraznovan vztah epileptickych zachvatti a poruchy
hematoencefalické bariéry (HEB). HEB je v souvislosti s epilepsii a epileptickymi zachvaty
diskutovana jednak z pohledu pti¢in farmakorezistence (exprese tzv. multi-drug resistance proteint,
které brani prestupu antiepileptik do mozku) a dale z pohledu samotné patofyziologie zachvatl a
epilepsie. V resekatech temporalnich lalokti 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 modelii epilepsie (Westergaard E. et al., 1978). ZvySeny pranik

sérovych proteinil (zejména albuminu) skrze HEB a uptake téchto proteinti nervovymi bunkami byl
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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. et al., 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 ptes velmi podrobné hodnoceni

jednotlivych oblasti mozku, nepotvrdili.

Hypotéza 4.
Pritomnost a charakter behavioralnich diisledkii izolovaného flurothylového zdachvatu lze ovlivnit
predtrénovanim (hypoxii, zachvaty) ¢i podanim latek ovliviwjiicich redoxni homeostazu

(melatonin).

Souhrn vysledkl experimentil testujicich mozné ovlivnéni poruchy procesu uceni po
flurothylovém zachvatu ukazuje Obr. 3.1. Nase dosavadni vysledky dokumentujici protektivni vliv
hypobarické hypoxie na prostorové uceni po izolovaném flurothylovém zachvatu jsme diky
experimentim uvedenym v této dizertacni praci rozsiftili o zji$téni, ze podobny protektivni efekt
jako hypobaricka hypoxie ma podani melatoninu 1h pfed zachvatem. Melatonin podany
bezprostiedné, €1 oddalené po zachvatu jiz tento €inek nema. Pies své fyziologické uinky v
modulaci cirkadiannich rytmt je melatonin u¢inny antioxidant a scavenger volnych radikald (FR)
(Reiter R.J., 1997). Jeho antioxida¢ni funkce byly objeveny v roce 1993. Jde o molekulu rozpustnou
ve vodé€ 1 v tucich, a kromé toho, Ze je sdm schopen neutralizovat volné radikaly véetné NO, jeho
metabolity (cyklicky 3-hydroxy melatonin a N-acetyl-formyl-kynurenin) jsou téz i€¢innymi
antioxidanty. Kromé& toho melatonin ptes specifické receptory indukuje expresi superoxiddismutdzy
(SOD), glutathion peroxidazy (GPx) a katalazy. Jeho protektivni G¢inek byl prokazan v modelech
ruznych inzultd spojovanych se zvysenou produkci FR: kromé epileptickych zachvati (Mohanan
P.V. a Yamamoto H.A., 2002) téz hypoxicko-ischemického posSkozeni (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 1 my piimo
prokazali vzestup produkce FR jednu hodinu po izolovaném flurothylovém zachvatu (Mares, J, v
tisku). Role volnych radikali v mechanismech hypoxického preconditioningu je diskutovéna v

teoretické Casti této prace. Vzhledem k tomu, Ze hypoxie a melatonin zmiriiuji negativni disledky
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Obr. 3.1.: Pfehled experimentalnich skupin a statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami
(primérné latence v Morrisové vodnim bludisti 7. den uceni po flurothylovém zachvatu)
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Obrazek schematicky zndzoriuje experimentalni manipulace v jednotlivych skupinach zvirat
v Case (osa x). Jednotlivé manipulace jsou zobrazeny v obdélnicich, skupiny jsou znazornény
nad sebou (je nutné sledovat Sipky zleva doprava). Posledni manipulaci ve vSech skupinach
bylo vzdy u€eni v Morrisové vodnim bludisti. Cervené jsou zobrazeny statisticky vyznamné
rozdily mezi skupinami pro 7. den uceni (pfimky propojuji srovnavané skupiny, uvedena je p
hodnota pro nepdrovy t-test). Zvirata vystavena jednotlivému flurothylovému zachvatu méla
signifikantné horsi vysledky nez kontroly (p=0,0001), stejné jako zvifata vystavena hodinu
pred zdchvatem hypobarické hypoxii (p<0,0001) a zvirata po dvou flurothylovych
zachvatech v odstupu 72 hodin (p=0,002). Pfi aplikaci hypobarické hypoxie 72h pred
zachvatem se vykon zvifat v MWM blizil kontrolam, stejné jako u zvifat vystavenych samotné
hypoxii. Podobny protektivni vliv mélo i podani melatoninu 1h pfed zachvatem.

Legenda: Hypoxie 9km: 1 hodinu trvajici hypobaricka hypoxie (9 km n.m.); Flurothyl:
generalizovany tonicko-klonicky zachvat indukovany inhalaci flurothylu; MWM: Morrisovo
vodni bludisté; Uceni (7dni): V sedmi po sobé jdoucich dnech méla zvirata za Ukol hledat 8x
po sobé ostrivek skryty pod vodni hladinou. Pro kazdy den a danou skupinu byla spoctena
priumérna hodnota k dalSimu srovnani. Upraveno podle (Mares J. et al., 2005) se svolenim.

flurothylového zéchvatu na prostorové uceni, 1ze se domnivat, Ze i tyto negativni behavioralni
diisledky souvisi s produkei FR béhem ¢i v ndvaznosti na flurothylovy zachvat.

Kognitivni dasledky jednotlivého generalizovaného tonicko-klonického zachvatu u lidi
nebyly dosud vyraznéji testovany, tim mén¢ jeho vliv na prostorovou kognici. U pacientli s
refrakterni epilepsii temporalnho laloku se pfesto hodnoceni prostorové paméti vyuziva a jakozto
citlivy test hipokampalnich funkci mize vyrazné ptispét v ptipraveé na epileptochirurgicky vykon

(Amlerova J. et al., 2013). Ptipadna ztrata schopnosti prostorového uceni po operaci mize totiz



vyrazné€ zhorsit kvalitu Zivota nemocnych. Vzhledem k tomu, Ze lidské modifikace testi v
Morrisové vodnim bludisti jsou jiz velmi pokroc€ilé, bylo by vhodné, i s ohledem na vySe uvedené
vysledky, vyuzit tyto metody téz pro hodnoceni dusledki jednotlivych zachvati a moznosti jejich

ovlivnéni.

Hypotéza 5:
Predtrénovanim (hypoxii) ¢i podanim latek ovliviiujicich redoxni homeostdazu (melatonin) Ilze

ovlivnit téz tizi fokalni ischemie.

V druhé poloviné experimentalni Casti této dizertacni prace se zabyvam zménami v
hyperakutni ¢asti fokalni ischemie. Logickym vyUsténim zjisténi, ze hypoxicky preconditioning
ptiznive ovlivituje disledky generalizovanych zéchvati, je testovani vlivu preconditioningu na jiny
typ inzultu. Proto jsme si v dalsi fazi vyzkumu kladli otazku, zda predtrénovanim (hypoxii) ¢i
podanim latek ovliviiujicich redoxni homeostazu (melatonin) 1ze ovlivnit téz tizi fokalni ischemie.
Pro tento ucel jsme vyuzili fototromboticky model fokalni kortikalni ischemie, podrobné popsany v
teoretické Casti této prace. Narozdil od jinych autorti vyuZzivajicich odlisnych modeld ischemie
(Gidday J.M. et al., 1994; Matsushima K. a Hakim A.M., 1995) jsme u fototrombdzy neprokézali
priznivy 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. Pfiznivy efekt podani scavengeru FR v tomto modelu vSak neni ptekvapivy, nebot’
postihuje 1 hlavni mechanismus fototrombozy, totiZz poskozeni endotelu singletovym kyslikem
uvolnénym z Bengalské cervené po ozatfeni laserovym svétlem. Nas vysledek tak vlastné ptinasi
dalsi dikaz o efektivit¢ melatoninu jakozto antioxidacni latky. Otazkou zistava, pro¢ nevedl
preconditioning hypoxii ke stejnému vysledku. Je mozné, ze 1 kdyZ expozice hypoxii podpoii v
cilové tkani jeji schopnost vyrovnat se se zvySenou produkci FR, intenzivni produkce singletového
kysliku na pocatku fototromboézy zcela piesahne dané kompenzaéni moznosti. Jakmile je
singletovym kyslikem poskozen endotel, dojde k rozvoji mikrovaskularni trombo6zy. MoZnosti
reperflize dané oblasti jsou v takovém piipad¢ velmi malé, narozdil od okluze a. cerebri media, pii
které je u laboratorniho potkana schopnost kompenzace kolaterdlni cirkulaci zna¢na. Dokaze-li
predchozi hypoxie navodit toleranci bunck k ischemii, je Sance na pteziti bunék v oblasti penumbry

u MCAO (ve srovnani s fototrombdzou) vyrazné vetsi.
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Hypotézy 6 a 7:
V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke vzdalenym elektrofyziologickym zméndam.

V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke vzdalenym zmeéndam excitability.

V teoretické Casti této prace je diskutovana problematika vzdalenych dasledkt fokalni
ischemie CNS: problematika diaschizy. Zajimalo nas, zda Ize takové vzdalené ovlivnéni pozorovat
také ve fototrombotickém modelu a zda nastava jiz v jeji hyperakutni fazi. V prvni Casti jsme se
zaméfili na zmény elektrofyziologické. Testovali jsme ovlivnéni somatosenzorickych evokovanych
potencialt n. ischiadicus (SEP) v ipsilateralni a kontralateralni senzomotorické kiiie (oblasti pro
zadni koncetinu) béhem indukce fotochemicky navozené ischemie v této oblasti. Kromé toho jsme
hodnotili excitabilitu kortexu pomoci reakce na fokalni kortikélni stimulaci a sledovani vyskytu
spontannich zachvatl. V druhé ¢asti jsme testovali, zda pii fototromboze dochazi ke vzdalenym
zméndm propustnosti hematoencefalické bariéry.

Pti elektrické stimulaci n. ischiadicus byly registrovany reprodukovatelné evokované
odpovédi jak z pravého somatomotorického kortexu (primarni projekéni oblasti), tak z levé strany
(ipsilateralni ke stimulaci). Odpovédi z levé hemisféry mély podobnou morfologii jako vpravo,
charakteristicky inicialni pozitivitu (korovy komplex), ndsledovany negativnim a sekundérnim
pozitivnim peakem. Latence SEP byly v naSem pokusu srovnatelné s publikovanymi srovnavacimi
studiemi (Oguzhanoglu A. a Kurt T., 2001; Oguzhanoglu A. et al., 2003) (viz téz Obr. 2.4.2, Grafy
2.4.1,2.42 aTabulky 2.4.1 a 2.4.2).

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). Podobné¢ jako
ve srovnatelnych pracich mély v naSem ptipadé odpovéedi z levé hemisféry (ipsilateralni vici
stimulaci) niz§i amplitudu (Angel A. a Lemon R.N., 1975; Sakatani K. et al., 1990). Pii stimulaci n.
ischiadicus ptechazi signal cestou zadnich provazci miSnich, je pfepojen na urovni jader zadnich
provazci a nasledné je veden cestou lemniscus medialis do thalamu (pfedevsim jeho ventralniho
posterolateralniho jadra - VPL). Ve velmi podrobné studii mapujici projekei senzitivnich informaci
do VPL jadra thalamu bylo zjiSténo, ze VPL jadro je funkéné dale Clenéno na rostralni, kaudalni a
medialni skupinu bunék. Proprioceptivni reprezentace zadni koncetiny a zejména proximalni
skupina svall je uloZena v nejlateralnéjsi ¢asti thalamického VPL jadra (sterotaktické koordinaty
AP: 2,3-2,7 mm dorzaln¢ od bregmatu, lateralné€ cca 2,8-3,6 mm dle irovné fezu v koronarni
rovin¢) (Francis J.T. et al., 2008). Neni zcela jisté, zda oboustrannd kortikéalni reprezentace SEP ma

podklad jiz v bilateralni reprezentaci na urovni thalamu, nebo zda vznika v diisledku oboustranné
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projekce thalamo-kortikalni, ¢i sekundarni aktivaci zrcadlové oblasti kliry z primarni projekéni
oblasti cestou interhemisférického vedeni. Jiz na Grovni baseline méfeni (a dale v priab&hu celého
pokusu) jsme vSak pozorovali mirné systematické prodlouzeni latenci pro odpovédi z levé
hemisféry (v priméru pfiblizn€ o 4 ms). Jinymi autory toto zpomaleni nebylo publikovano. Ve
srovnatelnych studiich Sakataniho a kol. a Angela a kol. byly latence k prvni inicidlni pozitivité
(P1) oboustrann¢ shodné (Angel A. a Lemon R.N., 1975; Sakatani K. et al., 1990). NaSe prace se od
téchto autort liila tim, Ze stimulovala n. ischiadicus pfimo po jeho anatomické preparaci, narozdil
od transkutanni stimulace. JelikoZ bylo prodlouzeni latenci pfitomno jiz pfi baseline méfenich, musi
byt disledkem anatomického uspofadéani projekce SEP u naSich zvitat. Pti pfimé stimulaci vlaken
levého n. ischiadicus miize byt projekce do thalamu pievazné lateralizovana (vpravo) a zpozdéni by
tak mohlo byt zpisobeno nutnosti piepojeni do druhostranného thalamu a teprve nasledné do
levostranné somatosenzorické kiiry. Druhou moznosti by bylo zpomaleni v ramci interhemisférické
kondukce (tj. zdrzeni via corpus callosum). Nase dalsi vysledky vSak naznacuji spiSe subkortikalni
ovlivnéni odpovédi.

V nasem experimentu jsme pozorovali oboustranné ovlivnéni SEP béhem fototrombdzy, ale
téz u kontrolni skupiny vystavené pouze laserovému zatfeni. 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 zvitat vystavenych pouze laserovému zafeni se amplitudy SEP fadové béhem minut
vracely k baseline stavu. V jinych modelech fokalni ischemie - napt. permanentni okluze a. cerebri
media u potkana - byla publikovana dokonce tplna restituce SEP (Sakatani K. et al., 1990). Autoii
této prace spekuluji, Ze oblast senzomotorické kiiry pro zadni konc¢etinu se u potkana nachazi na
hranici povodi a ma znacné kolaterdlni cévni zadsobeni. SEP n. trigeminus a n. medianus podobnou
restituci nevykazuje. V naSich podminkach je pfi¢inou spiSe maly pocet bunék postizenych ischemii
béhem prvni hodiny fototrombdzy. Pritomnost netplné restituce amplitud vSak jiz v této fazi
naznacuje pfitomnost irevrezibilni patologie.

Velmi zajimavym a necekanym zjisténim je funkéni ovlivnéni SEP v disledku samotného
laserového zatfeni. Béhem sviceni laserem jsme pozorovali sniZzeni amplitud nékterych komponent
SEP (N1, P2 v misté sviceni a P1, N1 kontralateraln¢) - plisobeni zafeni v nasich podminkam mélo
tedy inhibi¢ni vliv. Nemnohé prace na toto téma podporuji tvahu o0 mozném inhibi¢nim plisobeni
zelen¢ho laserového svétla s vinovou délkou 532 nm na excitabilni buiiky. Bylo prokazano, Ze
ozéfeni 532 nm laserem ma schopnost inhibovat neurony hlemyzd¢ zahradniho (Helix aspersa) a to

zvysenim kondukce pro chloridové ionty (Reece P.J. et al., 2008). Olson dale dokumentoval snizeni
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excitability neuronti mozecku novorozenych krys v disledku stejného laserového svétla a koreloval
ho s morfologickymi atypiemi motochondrii (Olson J.E. et al., 1981a; Olson J.E. et al., 1981Db).
Ovlivnéni funkce mitochondrii v disledku zeleného laserového svétla popsali i1 dalsi autoti (Kassak
P. et al., 2005). Stejny tym pozoroval té€z inhibici funkce Na+/K+ ATPazy v erytrocytech (Kassak P.
et al., 2006). Vzhledem k parametrim laserového paprsku pouzitého v nasem experimentu (vinova
délka 532nm, hustota vykonu 50 mW/mm?, ozafeny povrch <1 mm?, pracovni tepolota 20-30 °C,
odhadovana hloubka prtiniku 333 um) lze usuzovat, ze pozorované fyziologické disledky nejsou
zpisobeny lokalni zménou teploty. S ohledem na ptfedpokladanou hloubku priniku paprsku nelze
vyloucit jak ovlivnéni kortexu, tak subkortikalnich struktur. Vzhledem k danym stereotaktickym
koordinatam reprezentace zadni koncetiny ve VPL jadru thalamu nelze zcela vyloucit ovlivnéni i
této oblasti laserovym svétlem. Lokalni inhibice v této struktufe by mohla ¢aste¢né vysvétlit nami
pozorované vysledky. Biologické ucinky laserového svétla pozorované v tomto pokusu se staly
vychodiskem dalsi experimentalni prace na toto téma (vlivu laserového svétla na interhemisférické
odpovédi, jednotkovou aktivitu a nékteré funkéné morfologické parametry).

Narozdil od jinych autorti jsme nepozorovali pozdni zvySeni amplitud sekundarnich
komponent SEP kontralateraln¢ (Andrews R.J., 1991; Sakatani K. et al., 1990). Tento nalez
(interpretovany jako kontralateralni hyperexcitabilita) byl vSak pozorovéan vétSinou v fadu nékolika
hodin po zahajeni ischemie. Je tedy mozné, Ze v naSich podminkach nebyl ¢as k rozvoji téchto
zmén dostatecny.

Podobné jako u naSich experimentt testujici postiktalni inhibici jsme ani u zvitat
vystavenych fotochemicky navozené ischemii po prvni hodiné€ nezaznamenali akutni kindling
(prodlouzeni naslednych vyboju pii opakované kortikalni stimulaci). Zaznamenali jsme vSak
spontanni zachvaty. Pocet zachvatl jednoznaéné pfevazoval ve skupiné vystavené fototromboze
oproti kontrolam. Neptitomnost signifikantniho rozdilu mezi skupinami Ize vysvétlit celkove
nizkym poc¢tem zachvatl ve skupinach. Pozorovali jsme zachvaty se zaCatkem jak z mista 1éze
(zprava), tak bilateraln€, a dokonce nezavisle zleva (viz Obr. 2.4.4.). Podobné jako u ovlivnéni
kontralateralnich amplitud SEP lze i zde hovofit o vzdalenych diisledcich fokalni 1éze, v piipadé
spontannich zachvatl zleva o vzdaleném zvySeni excitability. Hyperexcitabilita ve
fototrombotickém modelu byla dokumentovana zejména v semichronickych in vitro modelech na
fezech mozkem s vyuzitim techniky stimulace parovymi pulzy (Buchkremer-Ratzmann I. et al.,
1996b; Schiene K. et al., 1996). V subakutnim stadiu fototrombdzy byly zaznamenéany lokalni a
vzdalené zmény exprese GABABg receptorti (Que M. et al., 1999b). Jedina studie zkoumajici zmény
excitability v akutnim stadiu fototrombozy in vivo je studie Fujioky a kol., kde nejdiivé;jsi Cas
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hodnoceni ¢inil jednu hodinu po zahéjeni fototrombozy (Fujioka H. et al., 2004). V této praci byla
pomoci stimulace parovymi pulzy dokumentovéana hyperexcitabilita v misté 1éze jiz 1 hodinu po
zah4jeni sviceni. V této souvislosti je velmi zajimavé srovnani modelu okluze a. cerebri media
(MCAO) a fototrombotického modelu z pohledu vyskytu zachvati. Zatimco u MCAO dochazi
predevsim k akutnim zachvatim (85% v prvnich 24 hodinéch) a chronické epilepsie je u zvirat
méng Castd, u zvitat s fototrombdzou jsou akutni zachvaty vzacné, naopak je €asty rozvoj chronické
epilepsie (az u 50% zvitat) (Karhunen H. et al., 2005; Kharlamov E.A. et al., 2003). Klinicka
situace u lidskych ischemickych ikt predstavuje urcity prinik téchto extrémull. Zachvaty se u
lidskych ischemickych CMP dostavuji dle riznych studii u 6,4-8,6% pacientl. VétSina (4,8%) je
tzv. Casnych, tedy do 14 dnli od iktu. Z nich asi polovina vznika v prvnich 24 hodinach. Chronicka
epilepsie se rozviji u 2,1-3,1% pacientt (Bladin C.F. et al., 2000; Lossius M.L. et al., 2005). Vétsi
riziko zachvatt je pfitomno u prevazné kortikdlné€ lokalizovanych 1ézi a 1ézi s hemoragickym

podilem.

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

hematoencefalické bariéry.

O mechanismech vedoucich ke zvySené excitabilité v akutni fazi fokalni ischemie 1ze pouze
spekulovat. Kromé vySe zminénych plastickych zmén (napt. exprese GABAg a NMDA receptorti)
se nabizi moznost ovlivnéni excitability v disledku poruchy HEB, kterd je ve fototrombotickém
modelu (narozdil od permanentni MCAO) vyrazné¢ vyjadiena (Dietrich W.D. et al., 1987; Olsson Y.
etal., 1971) a jak bylo jiz uvedeno, ma k iktogenezi a epileptogenezi uzky vztah (Marchi N. et al.,
2007; Westergaard E. et al., 1978; Zappulla R.A. et al., 1985b). V poslednim z experimenti
diskutovanych v této praci jsme si proto kladli otdzku zda ve fototrombotickém modelu dochazi k
vyznamné poruse HEB a zda je tato porucha ptitomna i ve vzdalenych oblastech mozku. Vzhledem
k tomu, ze béZné€ pouzivané anestetikum ketamin ma4, jakozto antagonista NMDA receptort, Gzky
vztah k regulaci krevniho priitoku a ptipadné integrit¢ HEB, testovali jsme, zda ptipadné zméeny
propustnosti HEB 1ze ovlivnit typem pouZité anestezie.

Ve shodé¢ s jinymi autory (Hoff E.I. et al., 2005; Watson B. et al., 1985) jsme v naSem
fototrombotickém modelu pozorovali oblast rozsahlé poruchy HEB v okoli nekrotického
ischemického jadra. Porucha HEB byla v nasich podminkach zobrazena jako extravazace Evansovy
modfi (EB), kterd je v plazmé vazéna na albumin. Oblasti zvySené fluorescence komplexu EB-

albumin zasahovaly hluboko do bilé hmoty, mnohdy az ke corpus callosum. V téchto oblastech
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jsme pozorovali adherenci fluorescencniho materialu k cévni sténé a jeho unik extravazalné. Krome
difuzné zvysené fluorescence kortexu v okoli nekrotické 1éze jsme zaznamenali téz akumulaci EB-
albuminu v jednotlivych buiikach (viz Obr. 2.5.1.). Vychytavani plazmatickych proteinli nervovymi
buiikami bylo popséano v riiznych modelech fokalni ischemie i jinych inzulti (Loberg E.M. et al.,
1994; Loberg E.M. a Torvik A., 1991, 1992a, b; Matz P.G. et al., 2001; Murakami K. et al., 1998;
Remmers M. et al., 1999; Sokrab T.E. et al., 1990). Jak jiz bylo uvedeno, vstup plazmatickych
proteini do bunék miize hrat dilezitou roli v epileptogenezi (Bolwig T.G., 1988; Ivens S. et al.,
2006; Seiffert E. et al., 2004). Krom¢& poruchy HEB v perilezionélni oblasti jsme (byt’ ve vyrazné
mensi mife) pozorovali téZ zménu propoustnosti HEB kontralateralné, avsak pouze ve skupiné
zvitat anestezovanych pentobarbitalem.

Nase vysledky dokladaji, ze poruchu HEB ve fototrombotickém modelu 1ze vyrazné ovlivnit
vybérem anestezie. Rozsah perifokalni poruchy HEB byl pfi pouziti smési ketaminu-xylazinu
vyrazné€ niZsi, nez pii pouZiti pentobarbitalu. Pfipadny vliv az-adrenergniho agonisty xylazinu na
propustnost HEB sice nelze vyloucit, ale autorovi neni zndma literarni studie zkoumajici tento
vztah. Jedina studie na podobné téma prokazala naopak sniZzeni permeability HEB po podani a»-
adrenergniho agonisty klonidinu (Borisenko S.A., 1990). Naproti tomu, snizeni rozsahu perifokalni
poruchy HEB po piedchozim podéani antagonisty NMDA receptortt (MK-801) bylo dokumentovano
téz v modelu tranzitorni okluze a. cerebri media (Yang G. et al., 1994) a diikazy svédcici pro vztah
NMDA receptort k integrit¢ HEB jsou ¢etné: podani NMDA stimulovalo vychytavani kienové
peroxidazy (HRP) na izolovanych mozkovych kapildrach laboratorniho potkana (Koenig H. et al.,
1992), intrastriatalni injekce NMDA vedla k extravazaci Luciferové zluti, které bylo mozné zabranit
pfedchozim 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). Ve fototrombotickém modelu
podani antagonisty NMDA receptorti Hu-211 zmirnilo rozsah poruchy HEB (Belayev L. et al.,
1995). Je vSak nutné zminit, Ze existuji studie, které vztah glutamatovych NMDA receptort k
regulaci HEB nepotvrzuji (Preston E. et al., 1998).

Nase vysledky lze vSak povazovat za jakysi “proof-of concept”, Ze mechanismy diaschizy se
v urcitych situacich mohou dotykat i zmény propustnosti HEB, a Ze ovlivnéni HEB (podobné jako
elektrofyziologické ¢i jiné cerebrovaskularni projevy diaschizy) ma Gzky vztah ke zménam
neurotransmise. Cilem dalSich vyzkumt na toto téma by mélo byt pfesnéjsi definovani podminek,
za jakych ke vzdalené poruse HEB mulze dochazet a posouzeni dusledki tohoto jevu, pfedevsim

jeho vztahu k epileptogenezi.
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4. Zavéry

Hypotéza 1: Vhodnymi parametry stimulace lze prolomit postiktalni inhibici po generalizovaném
tonicko-klonickém epileptickém zachvatu. Tato hypotéza byla potvrzena zjisténim, Ze

postiktalni inhibici po elektricky vyvolaném generalizovaném tonicko-klonickém zachvatu (SSAD)

1ze prolomit salvou Ctyt pulzl o frekvenci 8 Hz.

Hypotéza 2: Pfedchozi expozice generalizovanému tonicko-klonickému zachvatu ovliviiuje prah
pro zachvat nésledujici. Tato hypotéza byla potvrzena zjisténim, ze pti opakovani flurothylovych
generalizovanych tonicko-klonickych zachvatl dochazi ke snizeni prahu (latence) pro druhy ze
zachvati. Podkladem tohoto jevu je pravdépodobné zména transkripce ¢asnych gent a plasticita na

urovni synapsi, nebot’ pozorovany interval mezi zachvaty, nutny k vyvolani tohoto jevu, byl 3 dny.

Hypotéza 3: Izolovany epilepticky zdchvat ma pietrvavajici behavioralni disledky, jejichz pticinou
je porucha hematoencefalické bariéry. Pretrvavajici naruseni procesu u¢eni v MWM po izolovaném
flurothylovém zachvatu bylo prokézéano, nepotvrdili jsme vSak domnénku, ze po flurothylovém

zachvatu dochazi k pretrvavajici poruse hematoencefalické bariéry.

Hypotéza 4: Pritomnost a charakter behavioralnich disledkl expozice izolovanému flurothylovému
zachvatu 1ze ovlivnit predtrénovanim (hypoxii, zachvaty) ¢i podanim latek ovliviiujicich redoxni
homeostazu (melatonin). Tato hypotéza byla potvrzena. Ukdzali jsme také, Ze i jednotlivy
generalizovany tonicko-klonicky zachvat (navozeny inhalaci flurothylu) dokéZe dlouhodobé
(nejméné po dobu sedmi nasledujicich dni) negativné ovlivnit prostorové uceni, a ze tomuto
negativnimu efektu lze ptedejit vystavenim zvifat hypobarické hypoxii tii dny pfed zachvatem c¢i
podanim melatoninu jednu hodinu pfed zachvatem (nikoli po zachvatu). Z ptedchozich experimentt
bylo znamo, Ze zhorSeni prostorového uceni neni mozné pfipisovat neuronalnim ztratdm, ani

rekurentnim spontannim zachvatim.

Hypotéza 5: Pfedtrénovanim (hypoxii) ¢i podanim latek ovlivitujiicich redoxni homeostazu
(melatonin) lze ovlivnit téZ rozsah fokalni ischemie. V podminkach fotochemicky vyvolané fokalni
ischemie jsme protektivni efekt hypoxického preconditioningu neprokdzali, potvrdili jsme vSak

vyraznou schopnost melatoninu jakozto scavengeru volnych radikalii, nebot’ vyrazné pozitivné
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ovlivnil vysledky fototrombozy (jejiz princip je zalozen na produkei singletového kysliku z

Bengalské Cervené po ozareni zelenym svétlem).

Hypotéza 6: V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochazi ke vzdalenym elektrofyziologickym
zménam. Tato hypotéza byla potvrzena - béhem aktuni faze fotochemicky vyvolané ischemie
dochézi ke zménam amplitud a latenci SEP n. ischiadicus nejen v misté€ 1éze, ale 1 kontralateralné.
V zrcadlové oblasti kiiry v§ak maji zmény pouze tranzitorni charakter. Pii t€chto experimentech
jsme rovnéz zjistili, ze laserové svétlo (532 nm) pouzivané ve fototrombotickém modelu ma samo o
sob¢ elektrofyziologické (v nasem ptipad¢ inhibi¢ni) disledky. Toto zjisténi se stalo vychodiskem

dalsiho vyzkumu na toto téma.

Hypotéza 7: V hyperakutni fazi fokalni ischemie dochéazi ke vzdalenym zménam excitability. Tato
hypotéza byla potvrzena vyskytem spontannich elektrografickych zachvatl se za¢atkem nejen v

mista l1éze (zprava) a bilateralné, ale téz nezavisle zleva.
Hypotéza 8: Vzdalené dlsledky fokalni ischemie zahrnuji téz vzdalenou zménu propustnosti

hematoencefalické bariéry. Nase ndlezy podporuji tuto hypotézu, avSak ptitomnost téchto zmén

vyrazn€ ovliviiuje druh pouZité anestezie.
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