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Abstrakt

Patologie hypoxicko-ischemického posSkozeni mozku je velmi dobfe popsana
u dospélych jedincll, zatimco v perinatdlnim obdobi neni zdaleka vse zcela zndmo. Tento
zavazny inzult v raném postnatdlnim obdobi vede ¢asto k trvalym neurologickym nasledkim
¢i smrti. Ischemicky inzult zptGsobuje v mozkové tkani nadmérné uvolnovani glutamatu, které
je nasledovano excitoxicitoxickym poskozenim tkané. Zasadni ulohu v excitotoxicité maji
glutamatové NMDA receptory. Aktivované NMDA receptory zpUsobuji vtok vapniku do buriky,
coz vyustuje v aktivaci velkého mnoiZstvi signdlnich drah spojenych s bunéénou smrti.
Aktivované NMDA receptory jsou tak jednim z moZnych cild budoucich terapeutickych
pristupl proti ischemickému poskozeni mozku. V soucasnych projektech, které se zaméruji na
perinatalni ischemicka poskozeni, je nezbytné zohlednit vyvojové rozdily v mozkové tkani
a pozadavky na minimalni toxicitu pripadnych |é¢iv. Farmakoterapie pro hypoxicko-ischemicka
poskozeni zavedené v soucasné perinatologii, jsou nedostatecné.

Klicova slova: glutamat, NMDA receptory, excitotoxicita, hypoxicko-ischemické poskozeni,
perinatdlni obdobi



Abstract

Pathology of the hypoxic-ischemic insult is very well described in the adult age,
whereas the state of knowledge is largely neglected during the perinatal age. Serious insult in
the early postnatal age leads often to the permanent neurological consequences or death.
Ischemic insult causes over release of the glutamate in a brain tissue. This process is followed
by excitotoxic damage of the tissue. Glutamatergic NMDA receptors play a key role in the
excitotoxicity. Over-activated NMDA receptors are one of the possible therapeutic approaches
against ischemic damage of the brain. Speaking of contemporary projects focusing on
perinatal stroke, it is necessary to take into account developmental differences in the brain
tissue and the requirements to minimal toxicity of possible drugs. Pharmacotherapies for

hypoxic-ischemic damage implemented in the current perinatology are insufficients.
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1. Uvod

Mozek je ve srovnani s jinymi tkanémi a organy zvlasté nachylny k hypoxicko-
ischemickému poskozeni. Na rozdil od bezprostfedniho ischemického poskozeni, které je
pozorovano v jinych tkanich, pfechodna doba mozkové ischemie (pfiblizné 10 minut) maze
zpUsobit rozsahlé poskozeni neurond, které se projevi nejen kratce po iktu, ale pokracuje
postupné po celé mésice. Jedno z vysvétleni pro zvlastni citlivost mozku na ischemické
poskozeni je vysoka koncentrace neurotransmiteru glutamatu v mozkové tkani. Tento dllezity
neuropfenasec je za fyziologického stavu esencidlni pro Zivot. Nicméné pfi hypoxicko-
ischemickém inzultu diky jeho excitotoxickému potencidlu zplsobuje patologické zmény
v ischemii zasazené oblasti nervové tkané [1]. Samozifejmé nelze opomenout ani vysoké

energetické potreby, jez tato tkan potrebuje.

Hypoxicko-ischemické poskozeni mozku je také Casty nasledek tézkych porod( a patfi
mezi nejkritictéjsSi mozné udalosti v raném postnatdlnim obdobi. Toto poskozeni mize
vyvolavat dlouhodobé neurologické komplikace od mirnych behavioralnich deficitd k tézkym
epileptickym zachvatlim, mentalnim retardacim ¢i mozkové obrné [2]. V perinatologii je navic
situace znacné komplikovana. Perinatologové maji omezené moznosti farmakoterapie a ve
vétsiné pripadech mohou pouze doufat, Ze se novorozenec uzdravi bez vétsich nasledkd sam.
Tento rozdil oproti moznostem |écby dospélych pacientll je zplsoben predevsim etickymi
problémy. Mozkovad tkan novorozence je v mnoha ohledech rozdilna nez tkan v plné

vyvinutém mozku, a tak vznika nutnost klinickych testd, které jsou nepfipustné.

Cilem této prace bylo vytvofit reserSi o mechanismech hypoxicko—ischemického
poskozeni v raném postnatalnim obdobi, pficemz dliraz je kladen na glutamatergni transmisi,
receptory NMDA a na signalni drahy, které s témito receptory souvisi. Cilem bylo také popsat
nékteré potencidlni moznosti |é¢by ve stadiu aplikovaného vyzkumu, které by mohly vést

k inhibici tohoto poskozeni.



2. Biologické charakterizace nervové tkané v ranych vyvojovych fazich

Béhem ontogeneze probihaji dulezité vyvojové zmény ve viech ¢astech téla. Vyjimkou
neni ani nervovd tkan. Zaklad nervové tkané se tvori béhem embryogeneze a jeji vyvoj
pokracuje postnatalné, a to predevsim béhem détstvi a dospivani. Mezi dlleZité body ve vyvoji
nervové tkané v ranych vyvojovych fazich patfi neurogenze, gliogeneze, synaptogeneze,
myelinogenze, tvorba hematoencefalické bariéry, zmény na poli neurotransmiterovych

receptorll ¢i zmény v koncentracich neurosteroidd.

2.1. Neurogeneze, gliogeneze, synaptogenze, myelinogeneze a tvorba
hematoencefalické bariéry
Neurogeneze je proces, pfi kterém se tvofi neurony z neurondlnich kmenovych bunék
a progenitorovych bunék. Neurogeneze je nejaktivnéjsi pfi prenatalnim vyvoji. Kortikalni
neurogeneze pak ale mizZe pokracovat aZz do 2,5 let [3]. Nicméné neurogeneze probiha také
v dospélém mozku, jako napfiklad v gyrus dentatus hipokampu, subventrikuldrni zéné

a v nucleus accumbens [4].

Gliogeneze je proces, pfi kterém se tvofi gliové bunky z multipotentnich nervovych
kmenovych bunek. BEhem procesu se vytvofri astrocyty, oligodendrocyty, ependymalni buriky,
mikroglie, Schwannovy buriky, satelitni buriky a dalsi specializované buriky. Gliové buriky jsou
dilezité pro spravnou funkci CNS a PNS, protoZe neurony vyZivuji, myelinizuji, nebo je
ochranuiji [5]. Gliogeneze probihd po celou dobu postnatalniho vyvoje [6]. Vrchol gliogeneze
je v dobé, kdy vrcholi rast cév, rast dendritli a tvorba synapsi. To naznacuje, Zze mezi gliemi
a cévnim a synaptickym rlistem vznika spoluprace, ktera zajistuje vhodné gliovo-cévni a gliovo-

neuronalni interakce. [7].

Synaptogenze je tvorba synapsi mezi neurony v nervové soustavé. Tento déj probiha
po celou dobu Zivota, avSak vrchol synaptogenese probiha v raném vyvoiji, a to predevsim
béhem takzvané nevazané synaptogeneze mezi 3. az 15. mésicem [8]. Dulezita je také redukce
synapsi, jez pfispiva k plasticité a umozniuje Ucinnéjsi zpracovani informaci. Je to zakladni
vyvojova strategie spolecna pro vétsSinu oblasti CNS savcl vcetné lidi [9]. Tyto synaptické
zmény se vyskytuji bez jakékoli vyznamné ztraty neurond, a pravdépodobné odrazi zjemnéni

a zrani nervovych obvod( béhem détstvi a casného dospivani [10].



Myelinogeneze, neboli tvorba myelinovych pochev, probihd v celém nervovém
systému. Tyto pochvy se tvofi kolem vétsiny axon( v lidském téle. Tvorba myelinovych pochev
je nezbytna k rozmnozovani a rychlosti nervového prenosu v savéim mozku [11]. Myelin ma
funkci dielektrického materidlu. Za produkci myelinové pochvy jsou zodpovédné
oligodendrocyty a Schwannovy bunky. Oligodendrocyty jsou makroglie, jez se nachazi v Sedé
i bilé hmoté CNS a vétSinou myelinizuji vice vlaken najednou. Naproti tomu Schwannovy buriky
se nachdzeji v PNS a myelinizuji jen jedno vlakno. Myelinizované axony jsou bilé a tvofi
tzv. bilou hmotu. Myelin obsahuje ze 40 % vodu, susinu tvofi ze 70 % tuky a zbylych 30 % jsou
proteiny. Tukovou slozku myelinu tvoti cholesterol, galactocerebrosid a sfingomyelin. Mezi
proteiny tvofici myelin patfi myelinovy bazicky protein, proteolipidovy protein a myelinovy
oligodendrocytovy glykoprotein. Mista, kde je myelinovd pochva pferusena, se nazyvaji
Ranvierovy zarezy, v tomto Useku je axon obvykle zbytnély a nachazi se zde velké mnozstvi
iontovych kanadlQ. Pravé tato oblast md rozhoduijici vliv na rychlost vedeni akéniho potencialu
[12]. Myelinogeneze zacind v embryu, ale vrcholu dosahuje v détstvi a naddle pokracduje do

druhé a treti dekady zivota [11][13].

Hematoencefalicka bariéra oddéluje cirkulujici krev od mozkové extraceluldrni
tekutiny v CNS a mozkové tkané. Je tvorena mozkovymi endotelidlnimi burikami, které jsou
spojeny pomoci tésnych spojl (tight junctions). Pro jeji sprdvnou funkci jsou nezbytné také
neuroglie — astrocyty, které se napojuji na vnéjsi sténu krevnich vlasecnic. Tato bariéra
umoznuje prichod vody a nékterych plyn(. Pasivni difuzi prochdzi molekuly rozpustné v tucich
a pres bariéru také prochazi selektivnim transportem glukéza a aminokyseliny [14]. Svoji
selektivitou chrani mozkovou tkan pred potencialnimi toxickymi [dtkami a cizorodymi
organismy. Hematoencefalickd bariéra se vytvari béhem embryogeneze. Spolu s choroiddlnim
plexem vyvijejictho se mozku, ktery vytvafi mozkomisni mok, obsahuji prvky, které nejsou
v dospélosti pfitomné. Patfi mezi né specializovany systém tubuldrnich endoplazmatickych
retikuli, které prepravuji proteiny pfimo pres epitelidlni bunky a pravdépodobné pfispivaji
k vyssi koncentraci proteini pochazejicich z plazmy, jez se nachazeji v mozkomi$nim moku

novorozencu [15].
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Obr. 1: Casovy priibéh nékterych klicovych neurovyvojovych procestl a s tim spojenych zmén

v objemu bilé a Sedé hmoty, u lidi od poceti do 20. roku Zivota. Upraveno podle [10].

Lidé Hlodavci Vyvojové milniky
(postnatalni dny)
23 -32 tyden e Vyvoj imunitniho systému
téhotenstvi / PND 13 e Vznik hematoencefalické bariéry
predcasné e Maturace oligodendrocyt( - pfevaha mitoticky
narozené déti aktivnich pre-oligodendrocyti

e Obdobi nejrychlejsiho bunééného ristu
e Zvyseni hustoty axon( a dendritd

36-40tyd
yaen e Vrchol gliogeneze

téhotenstvi / PND 7 -10 - .. ;
obdobi porodu ° M‘aturace ohgocjendrocytu — prevaha nezralych
oligodendrocytl
e Konsolidace imunitniho systému
e Mozek dosahuje 90 — 95 % dospélé hmotnosti
5 _3 rok PND 20 — 21 ¢ Vrchol synaptogeneze
e V/rchol myelinizace
e \/yvojové zmény ve funkci neuroreceptor(
4 —11. rok PND 25 — 35 o Strukturalni zrani prefrontalni kdry

e Maximalni objem Sedé kary a kortikalIni tloustky

e Hustota synapsi se snizuje na hodnotu dospélych
12.-18. rok PND 35-49 e Pokracujici myelinizace a zvySujici se objem bilé hmoty
e Zdokonaleni obvodu ovliviiujicich kognitivni funkce

e Hustota synapsi srovnatelnd s hodnotou dospélych

20 a vice let PND 60 a vice e BéZna hladina neurotransmiter( pro dospélé

e Pokracujici myelinizace a klesajici objem Sedé hmoty

Tab. 1: Shrnuti klicovych neurovyvojovych procesl u srovnatelnych vékovych kategorii lidi a
hlodavcli (PND — postnatalni dny). Upraveno podle [10].



2.2.  Neurotransmiterové receptory béhem vyvoje

Neurotransmiterové receptory jsou proteiny, které se nachazeji
v plasmatické membrané neuron( a gliovych bunék, pfedevsim v synapsich. Jsou aktivované
chemickymi ldtkami, neurotransmitery, jez se vazi na vnéjsi ¢ast receptoru. Tyto receptory
umoznuji vzajemnou komunikaci mezi nervovymi bunikami. Receptory pfijimaji signaly, podle
kterych reguluji aktivity iontovych kandld, coZ mlze mit za nasledek zménu membranového
potencialu. [16] Neurotransmiterové receptory délime na ionotropni a metabotropni.
lonotropni receptory mohou byt aktivované ¢i inhibované ligandem — neurotransmiterem.
Podjednotkové sloZeni neurotransmiterovych receptor( ve vyvijejicim se mozku podporuje

excitaci, kterd prevlada nad inhibici, coz usnadnuje rozvoj mozkovych obvodu. [17]

V AMPA receptorech se diky snizené expresi GIuA2 podjednotky, zvySuje propustnost
pro Ca%* [18]. KdyZ je zvySeny pomér non-GluA2 / GIuA2, zvy3uje se i propustnost pro Ca?*,
a ten podporuje hyperexcitabilitu [19]. AMPA receptory bez GluA2 podjednotky jsou obvykle
exprimovany v nezralém mozku a jejich pfitomnost odpovidd zvySenému riziku

excitotoxického bunécného poskozeni v disledku hypoxicko-ischemického poranéni [20].

Moje prdce se z velké ¢asti zabyvd NMDA receptory a jejich vlivem na postnatalni
ischemii, z dvodu prehlednosti prace popisi vyvoj NMDA receptor(l v samostatné kapitole

o nich.

Vyvojové zmény se také tykaji GABA receptor(i a transportért chloridd. Na rozdil
od plné vyvinutych neuron(, ve vyvijejicich se neuronech je koncentrace chloridu vyssi
v intracelularnim neZ v extraceluldrnim prostoru. Tento fakt je dan rozdilnou funkci GABA
receptorli spojenych s ClI* kandlem béhem vyvoje. V nezralém neuronu probihd odliv
Cl" a depolarizace (excitace), naopak v plné vyvinutém neuronu probiha pfiliv CI
a hyperpolarizace (inhibice). Koncentrace ClI je regulovana predevSim plsobenim
Cl transportérti NKCC1 a KCC2. NKCC1 hromadi Cl" v burice a KCC2 transportuji ClI- ven z buriky.
NKCC1 je hlavni CI transportér v nezralém neuronu a jeho exprese se snizuje v pribéhu casu,
zatimco KCC2 je v nezralém neuronu méné pocetny, ale ¢asem je stéle vice a vice exprimovan
[21]. Roli mohou také hrat zmény v subjednotkovém sloZeni receptori GABA, konkrétné
al podjednotka receptoru GABA je vyvojové regulovana a exprimovana v nizkych hladinach

v nezralém mozku [22].



Stru¢né feceno, nezraly mozek ma zvySené nasledujici poméry receptorovych
podjednotek: GluAl / GIuA2 (AMPA receptory), GIuN2B / GIuN2A (receptory NMDA), NKCC1
/ KCC2 (GABA neurotransmise), a non-al / al (GABA receptory), které podporuji

hyperexcitabilitu, synaptogenezi, a vyvoj neuronovych siti ve vyvijejicim se mozku [17].

2.3. Neurosteroidy

Jednou z moznosti, jak je Cinnost NMDA receptor(, ale také GABAa receptor(i v mozku
pfirozené modulovédna je aktivita neurosteroidl. Neurosteroidy jsou endogenni steroidy
syntetizované v mozku, které rychle méni drazdivost neuron(i predevsim diky interakci
s ionotropnimi receptory. U téchto neurotransmiternich receptord ovliviiuji propustnost
iontovych kanal(l. Nékteré z téchto steroidd mohou mit také vliv na genovou expresi
prostfednictvim jadernych receptord [23]. Neurosteroidy jsou syntetizovany z cholesterolu a
dalSich steroidnich molekul transportovanych krvi do mozku. Primdarné celd kaskada zacind
syntézou pregnenlonu, ze kterého jsou odvozeny ostatni neurosteroidy . Mezi znamé
biologické funkce neurosteroid(i patfi modulace procesu uceni a paméti, modulace chovani,
¢i formovani reakce na stres, Uzkost a deprese [24]. Vyznamnou uUlohu hraji také béhem

téhotenstvi a pfi ndstupu porodu [26].

Dalsim klicovdm endogennimk neurosteroidem je pregnanolon (3a-hydroxy-5B-
pregnan-20-on) je endogenni neurosteroid, ktery je syntetizovany z progesteronu. Je to
pozitivni alostericky moduldtor GABA receptorl [27]. Zndmé jsou pak predevSim 4
pregnanolonové izomery: allopregnanolon (P3a5a); isopregnanolon (P3B5a); pregnanolon
(P3a5B); epipregnanolon (P3B5pB). Steroidni hladiny izomer( pregnanolonu jsou podobné
mezi muzi a Zenami ve folikularni fazi, zvySené tfikrat u Zen v luteadlni fazi a eskaluji béhem
téhotenstvi (38- 410 krat ve srovnani s Zenami ve folikuldrni fazi). 3B izomery pregnanolonu
soutézi s 3a izomery pregnanolonu o vazebna mista na GABA receptorech. Pficemz inhibi¢ni
ucinnost P3B5a pro GABA receptor je srovnatelna s GABA receptorovou aktivaéni ucinnosti
P3a5a. Tyto neurosteroidy vyznamné ovliviuji téhotenstvi. Napfiklad klesajici tvorba P3a5pB
se mlze podilet na zahdjeni porodu, diky jeho schopnosti potlacit aktivity bunék produkujicich
oxytocin. P3a5a pak plsobi aktivacné na NMDA receptor v hypotalamu a vyvolava produkci

oxytocinu [28].



Prirozené se vyskytujici pregnanolon sulfat je alostericky moduldtor NMDA receptord.
Preferencné inhibuje use-dependentnim mechanismem aktivované NMDA receptory.
Vysledky studii zabyvajici se pregananolon sulfatem poskytuji jedinecnou pfilezitost pro vyvoj
novych terapeutickych neurosteroidd k 1é¢bé nemoci spojenych s dysfunkci glutamatového

systému [25].

Neurosteroidy jsou z pohledu hypoxicko-ischemického poskozeni v postnatalnim
obdobi zajimavé z dlivodu jejich fyziologického pfirodniho vyskytu. Pfedpoklada se, Ze pocet
a zdvaznost vedlejsich ucinka pripadnych lé¢iv na bazi struktury neurosteroidi bude vyrazné
nizsi, nez u léCiv, které jsou télu cizi. Nicméné toto téma je velmi obsahlé, a tak chci v mé praci

pouze nastinit tuto mozZnost, kterad se do budoucna jevi velice slibné [29].

3. Hypoxicko-ischemické experimentalni modely

Animalni modely poskytuji zdkladni nastroj pro pochopeni bunécné a molekularni
patofyziologie ischemického poskozeni mozku. Mezi nejcastéjSi modelova zvirata patfi
hlodavci, a to predevsim potkani a mysi [30]. Tato zvifata jsou vhodna pro studium ischemické
cévni mozkové prihody. Jejich fyziologické veliCiny jsou snadno monitorované, jsou
ekonomicky nendrocna a diky vétSimu poctu potomstva a kratSimu Zivotnimu cyklu se daji
zkoumat ve velkych, pro statistickou analyzu vhodnych, poctech [31]. Modely pro studium
patofyziologickych dlsledk( ischemické cévni mozkové prihody Ize rozdélit na modely fokalni

a globalni [30].

3.1. Modely fokalni mozkové ischemie

Fokdlni ischemie je charakterizovana redukci krevniho toku pouze v urcité oblasti
mozku. U experimentadlné navozené fokdlni ischemie je mechanicky nebo farmakologicky
navozenou tromboembolii uzavrena céva ve zvoleném misté. Mezi tyto techniky patfi okluze
proximalni stfedni mozkové tepny (pMCAO — velkd cévni okluze), okluze distdlni stfedni
mozkové tepny (dMCAO — mald cévni okluze), trombotickd okluze prostrfednictvim injekce
krevnich srazenin ¢i trombinu do MCA ¢i fototrombdza po intravendzni injekci bengalské

cervené [30].



3.2.  Modely globalni mozkové ischemie

Globalni ischemie je charakterizovdna snizenim pratoku krve v celém mozku. Modely
globalni mozkové ischemie se obvykle pouZivaji ke studiu poSkozeni mozku, které se vyskytuje
v souvislosti s poruchou obéhové soustavy. Mezi tyto techniky patfi metoda okluze Etyf cév
(4v0), zahrnujici okluze spolecnych karotid a vertebralnich tepen, nebo okluze obou

spolec¢nych karotid (2VO) spolu s indukci hypotenze po omezenou dobu [30].

3.3.  Hypoxicko-ischemické modely ranych vyvojovych stadii

Mezi nejvhodnéjSi modelova zvifata pro hypoxicko-ischemickda poskozeni mozku
v ranych vyvojovych stadiich patfi mladata potkanu, kterym je podvazana karotida, a nasledné
jsou podrobeny systémové hypoxii. Insult zplisobuje trvalé hypoxicko-ischemické poskozeni
jedné z hemisfér v zavislosti na okluzi pravé nebo levé karotidy. K systémové hypoxii dochazi
diky inhalaci dusiku s 8% pridavkem kysliku. Mladata potkant jsou takto schopné preZit 3 nebo
vice hodin. Poskozeni tkané je zplsobeno odumfenim jednotlivych neuronl anebo cévni
mozkovou prihodou. Pro tyto studie se ¢asto pouziva potkan ve stati 7. postnatalniho dne
(PND 7), jehoz mozek je srovnatelny s mozkem lidského plodu ve 32. aZ 34. tydnu téhotenstuvi.
Jedna se o obdobi, kdy dochazi nejcastéji k pfedcasnym porodim. Dale se pouziva potkan

v PND 12 —-13, jehoZ mozek odpovidd mozku novorozence narozeného v fadném terminu [32].

Mezi dal$i modely pro rana vyvojova stadia patfi model fokalni cerebralni ischemie
u potkanli v PND 12. V tomto pripadé je fokalni ischemie vyvolana infuzi vazokonstrikéniho
peptidu endothelinu-1 (ET-1) do dorzalniho hipokampu. Infuze endothelinu-1 vede
ke glutamatové excitotoxicité, nasledované rozvojem ischemickych 1ézi a ischémii vyvolanych

zachvatu [29].

4. Hypoxicko-ischemicka poskozeni u ranych vyvojovych stadii

Hypoxicko-ischemicka (HI) poskozeni mozku v ranych vyvojovych stadiich mohou
vyvoldvat dlouhodobé neurologické komplikace od mirnych behavioralnich deficitl k tézkym
epileptickym zachvatiim, mentalnim retardacim ¢i mozkové obrné [2]. Neuropatologické rysy
téchto poskozeni se znacné lisi s vékem ditéte, povahou insultu a typem intervence. Studie
vlivu hypoxie na energeticky metabolismus mozku ukdzala u modelu potkaniho mladéte

na specialni ¢asovou zavislost pro poskozeni tkané. Toto posSkozeni se vyznaCuje vétsi

8



zranitelnosti v druhém postnatalnim tydnu (srovnatelny s lidskym mozkem pfi porodu) nez
v prvnim postnatalnim tydnu (srovnatelny s lidskym mozkem u pfed¢asného porodu) [33]. Jiné
studie HI poskozeni v mysim mozku zase poukazuji na paradox, kdy pfi neexistenci poskozeni
je hipokampalni neurogeneze nékolikrat vyssi v mlad$im mozku (PND 9), ve srovnani s mozky
pfi PND 21. AvSak regeneracni reakce na Hl je paradoxni, neurogeneze je snizena v PND 9 a
zvySena v PND 21 [34]. Kromé toho, na zakladé dikaz(i o vétsi odolnosti energetického
metabolismu nezralého mozku oproti plné vyvinutému plati, Ze perinatdini mozek je vice

tolerantni k asfyxii nez mozek pIné vyvinuty [33].

To, Ze je nezrald mozkova tkan podstatné odolnéjsi vici hypoxii a nedostatku
adenosin-5'-trifosfatu je pravdépodobné proto, Ze ma nizsi hustotu axon( a dendritt. Ziskani
podobné velikosti poSkozeni si mezi vékovymi skupinami vyZaduje rliznou dobu trvani
hypoxicko-ischemického inzultu. Kromé toho, mechanismy poskozeni se mezi nezralym
a dospélym mozkem vyrazné lisi [35]. Nezraly mozek je ndchylny k HI poskozeni zejména
v souvislosti se zvySenou hustotou a funkci excitacnich receptort a zvysenou zranitelnosti vici

reaktivnim formdam kysliku (ROS) a reaktivnim formam dusiku (RNS) [33].

4.1. Neuropatologie hypoxicko-ischemického poskozeni

Princip patogenniho mechanismu neurologického HI poskozeni vyplyva z omezené
dostupnosti glukézy a kysliku. Omezena dostupnost glukdzy a kysliku zplsobuje primarni
selhani energetického metabolismu a iniciuje kaskadu biochemickych udalosti vedoucich
k bunééné dysfunkci a nakonec k bunééné smrti [36]. Nasledné reperfuzni posSkozeni ¢asto
jesté zhorsi metabolismus postizené tkané tim, Ze zpUsobi zvySeni koncentrace ROS v oblasti
reperfuze a jejich rozsiteni. Zakladni princip tohoto poskozeni tkvi ve zvySeni extracelularniho
glutamatu, nadmérné aktivaci glutamdatovych receptorl (excitotoxicita) a zvySeni

cytosolického vapniku (Ca?*), coz vede k bunééné smrti [37].

Casové aspekty zmén v mnoZstvi glukdzy energetického metabolismu po HI insultu
zahrnuji primarni a sekundarni selhdni energie [38]. lhned po HI insultu nastava primarni
selhani energie. Vycerpani kysliku brani oxidativni fosforylaci, coZz ma za nasledek snizené
mnozstvi makroergnich fosfatovych sloucenin, zejména ATP a vede k pfechodu na anaerobni
metabolismus. Tato transformace bunécného metabolismu zplsobi akumulaci laktatu

a asociovaného H*. Akumulace laktatu a asociovaného H* je zpocéatku vyhodna pro adaptaci



na kyslikovou deprivaci. Avsak pozdéji, s progresi laktatového cyklu, ma skodlivé ucinky
na cévni autoregulaci, zpUsobuje pokrocilé ischemické poskozeni a inhibuje
fosfofruktokinazovou aktivitu prostfednictvim nizkého pH. Dale také podporuje biochemické
kaskady vedouci k bunécnému poskozeni [2]. Vyskyt sekundarniho selhani energie se méni
v zavislosti k druhu a povaze insultu s nastupem mezi 8 az 16 hodinami po insultu a dosahuje

evvs

k fyziologickym hodnotam 2 aZ 3 hodiny po reperfuzi a reoxygenaci [39].

Pocatecni pokles makroergnich fosfatovych sloucenin spousti fadu dalSich
mechanismu, pocinaje selhanim ATP-dependentnich Na*/K* pump. Transcelularni iontové
pumpy vedou k selhdni ve vnitrobunééné akumulaci Na*, Ca%* a vodé (cytotoxicky otok). Toto
selhani je nasledované membranovou depolarizaci, nadmérnym uvoliovdnim excitacnich
neurotransmiterl, zejména glutamatu, zvy$enim cytosolového Ca?*, aktivaci fosfolipazy
a vytvarenim volnych radikdll. Rozhodujici ulohu pfi HI insultu hraje excitotoxicky
glutamat[40]. Glutamat je prevladajici excitacni neurotransmiter v mozku a ma 3 hlavni typy
ionotropnich receptori; NMDA, AMPA, a KA, jez mGzZeme najit ve vétsiné neuronech a gliich

[37].

Za normalnich okolnosti glutamatové ionotropni receptory funguji kooperativné pfi
stabilizaci synapsi, plasticité neurond a neuronalni excitaci pro béziné ukoly, jako je uceni
a pamét. Nicméné jejich zasadni a rozsitené funkce v perinatalnim obdobi ¢ini také neurony
zranitelnéjsi k excitotoxicité. [41]. Bylo zjisténo, zZe praveé specifické blokatory glutamatovych
receptorll zmirfuji poSkozeni mozku v dasledku HI [42]. ZvySeni extracelularni glutamatové
koncentrace a aktivace glutamatovych receptorli spousti po hypoxicko-ischemickém insultu
excitotoxickou kaskadu. Exicitotoxicita vede ke zvySeni cytosolického Ca?* prostiednictvim
otevienych NMDA a AMPA receptor( a dal$ich napétové zavislych Ca%* kanal{. Svou roli hraje
také uvolfiovani vapniku z nitrobunécnych zasob. Mezi Skodlivé uUcinky zvysené koncentrace
cytosolového vapniku patti aktivace protein(, které signalizuji smrt. Tyto proteiny vedou
k aktivaci syntdzy oxidu dusnatého (NOS; tvorba oxidu dusnatého), generovani volnych
radikall, degradaci bunécénych lipida (aktivace fosfolipdz), degradaci bunécnych proteint
(aktivace proteaz) a degradaci bunécné DNA (aktivaci nukledz) [43]. VnéjSi mitochondridlni
membrana déle vyvolava mitochondrialni uvolfiovani cytochromu C, Stépeni kaspaz 9 / 3

a apoptozu-indukujiciho faktor (AIF), coz vede k apoptdze [44].
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Mechanismus neuronalni bunécné smrti po hypoxii-ischemii zahrnuje neuronalni
nekrdzu a apoptdzu v zavislosti hlavné na zavaznosti insultu a stafi burniky [45]. Pocatecni
pokles makroergnich fosfatovych sloucenin v zavainém insultu zpUsobuje akutni pfiliv Na*, CI
a vody s naslednym bunéénym otokem a lyzi buniky vedouci k nekrotické bunécné smrti.
Zatimco v méné zavainém insultu po membrdnové depolarizaci ndsleduje kaskada
excitotoxicity a oxidacniho stresu, coz vede ke zpoidéné bunécné smrti, a to predevsim
apoptdze. Apoptdza prevladd v perinatalnim mozku, at uz kaspazy-zavislymi, tak kaspazy-

nezdavislymi mechanismy apoptotické bunééné smrti [37].

4.1.1. Excitotoxicita

Excitotoxicita je primarni mechanismus ischemického poskozeni. ProtoZe glutamat je
excitacni a dalSi souvisejici excitacni aminokyseliny jsou také excitotoxické, tyto aminokyseliny
se souhrné nazyvaji excitotoxiny a jejich poSkozeni neuronl se nazyva excitotoxicita. Vyzkum
excitotoxicity byl plvodné zaloZen na studiu bezpecnostnich rizik potravin, které obsahuji
glutamat sodny. Rychle se vsak ukdzalo, Ze excitotoxicia je hlavni mechanismus
neurodegenerace, ktera nasleduje po cerebralni ischemii a mlzZe zpUsobovat i dalsi
neurodegenerativni onemocnéni, véetné Huntingtonovy choroby, Alzheimerovy choroby ¢i
amyotrofni laterdIni sklerézy. Pokud zabranime excitotoxicité, mlzeme také zabranit

poskozeni, které vznika jako ndsledek cerebralni ischemie [1].

Prvnim krokem k excitotoxicité je rychlé zvyseni hladin glutamatu v ischemické oblasti
mozku [46]. Centralni neurotransmiter glutamat je obvykle v mozku fyziologicky potrebny,
avsak pfi cerebrdlniischemii, kdy je pozorovan az 8 ndsobny narust jeho koncentrace, indukuje
excitotoxicitu [47]. Mechanismus, kterym je glutamat uvolfiovan, je multifaktoriadlni a zavisi
na zadvaznosti ischemie [46]. Mezi nékolika glutamatovymi analogy je N-methyl-D-aspartat
(NMDA) nejucinnéjsi pti zvySovani prilivu vapniku a je také nejucinnéjsi vindukci neurotoxicity.
ZvySena koncentrace vapniku pak aktivuje signalni drahy, které vedou k bunécné smrti. Toto
zjisténi vedlo k teorii, podle které je podtyp glutamatového receptoru, jenz je aktivovan
pomoci NMDA (nyni zndmy jako NMDA receptor), zdkladem pro excitotoxicitu
zprostifedkovanou glutamdatem [48]. Koncepce excitotoxicity také udavd, Ze neurotoxické
glutamatové analogy jsou strukturdlné podobné a tyto molekuly mohou vyvolat neurotoxicitu

podle spole¢ného mechanismu [49].

11



Pfipadna inhibice uvolfiovani glutamatu by tedy mohla pfinést neuroprotekci pomoci
ovlivnéni signalnich drah spojenych s bunécénou smrti na jejich pocate¢nim bodu. [46] Déle
neuronalni smrt, kterd je pozorovana 24 hodin po nadmérné aplikaci glutamatu (¢i jeho
analogu), je zastavena odstranénim vapniku a naopak zesilena zvySenim hladiny vapniku. [50]
Dysfunkce sodno-védpenatého prenasece, kterd je zprostfedkovana NMDA receptorem, pak
vysvétluje ndsledny vtok vapniku, jenZ nastane po excitotoxickém stimulu. Nahrazeni tohoto
dysfunkéniho sodno-vdpenatého prenasece (NCX) za funkéni izoformou zabranuje
excitotoxickému poskozeni bunék [51]. A konecné, intracerebralni injekce 2-amino-7-
fosfoheptanové kyseliny, jez je antagonista NMDA receptoru, zabranfiuje bunééné smrti
v mozku potkana, kterd nasleduje po cerebralni ischemii. Toto zjiSténi poskytlo prvni jasny
dlikaz, Ze glutamat a zejména jeho ucinek na NMDA receptor je zdsadni pro ischemické

poskozeni mozku [52].

4.1.2. Oxidacni stres

Oxidacni stres a apoptdza jsou v patofyziologii hypoxicko-ischemického poskozeni tzce
spjaty. V prabéhu Hl inslutu se zvysuje tvorba ROS a RNS. Jedna se o vysoce reaktivni molekuly,
obsahuijici jeden &i vice nepdrovych elektron(. Volné radikdly mohou reagovat s DNA, proteiny
¢i lipidy, coz muZe zplsobovat poskozeni buriky. Volné radikdly, které jsou zapojené
do ischemického poskozeni mozku, zahrnuji superoxidovy anion Oz a oxid dusnaty (NO*).
Jejich skodlivé ucinky lze omezit nebo jim zabranit pomoci antioxidantl a antioxidacnich

enzym [53].

Primarnim zdrojem ROS je béhem ischemie mitochondridlni transportni fetézec.
Mitochondrie produkuji O béhem oxidativni fosforylace za patofyziologickych podminek.
Dalsim dulezitym zdrojem ROS je metabolismus kyseliny arachidonové. Volné kyslikové
radikaly jsou tvofeny a rozSifeny béhem reperfuze ischemické tkané, aktivovanymi

mikrogliemi a perifernimi leukocyty diky NADPH oxidazovému systému.

NO* (reaktivni forma dusiku) vznikd z L-argininu pomoci enzymu NO syntazy (NOS).
Neuronalni izforma (nNOS) vyZaduje pro svou aktivaci vapnik. Dalsi izoformy jsou
indukovatelna NO syntaza (iNOS), kterou exprimuji zanétlivé bunky (monocyty, mikroglie)
a endotelidlni NO syntaza (eNOS), ktera je vazodilata¢ni a zlepSuje pratok krve cévou. Mozek

béhem ischemie poskozuji predevsim nNOS a iNOS. Aktivace NMDA receptoru stimuluje

12



produkci oxidu dusnatého pres nNOS, ktery poté hraje dulleZitou roli v excitotoxickém
poskozeni. NO* se volné Sifi pfres membrany a mlzZe reagovat se superoxidovym aniontem
(027) za vzniku peroxynitritu (ONOO"). ROS a RNS se podileji na aktivaci nékolika drah, které
vedou k bunécné smrti. K nejvétSimu poskozeni dochazi pti reperfuzi, kdy se nahromadéné

ROS a RNS najednou vyplavi a negativné plsobi na okolni tkan [54].

4.1.3. Laktatova aciddza

vvvvvv

se pfeménuje na dvé molekuly pyruvatu, ktery je poté v mitochondrii pfeménén na vodu
a oxid uhlicity za spotreby kysliku. ATP, které vznika pfi téchto reakcich, se pfi bunécné praci
hydrolyzuje, ¢imZ se uvolni energie, vznikd ADP, Pi a také proton (H*). Mitochondrie tyto
protony pfi dostatku kysliku zacleriuje zpét do ATP, ¢imzZ zabranuje hromadéni H* a udrzuje

neutralni pH [55].

Pti nedostatku kysliku nemohou mitochondrie produkovat dostatecné mnozstvi ATP,
jenz burika potiebuje. V této situaci se zvySuje glykolyza, pfi které vznika prebytek pyruvatu,
ale také potrebné ATP. Pfebytek pyruvatu se poté prevadi na laktat (kyselina mlécna), ktery je
uvolfovan z bunék do krevniho recisté. | kdyz zvySena glykolyza pomdaha kompenzovat mensi
vytéZzek ATP z oxidativni fosforylace, nemUze vazat H*, které vznikaji pfi hydrolyze ATP.
Koncentrace H* proto stoupa a zpUsobuje aciddzu [55]. Laktatova acidéza ma Skodlivé Gcinky
na cévni autoregulaci, zplsobuje pokrocilé ischemické posSkozeni, inhibuje
fosfofruktokindzovou aktivitu prostfednictvim nizkého pH a podporuje biochemické kaskady

vedouci k buné¢nému poskozeni [2].

.....

.....

mikroglie a neurony. Tyto burky aktivuji neuroprotektivni transkripéni faktory, ¢imz zvysuji
expresi zanétlivych cytokind, chemokinid a endotelovych bunéénych adheznich molekul
(CAM). Rozhodujici ulohu v zanétu mozkové tkané maji mikroglie. Aktivované mikroglie
produkuji cetné prozanétlivé cytokiny, stejné jako toxické metabolity a enzymy. Vzhledem
k nicivému i ochrannému charakteru mikroglii (a astrocyt() se celkova uloha glii mlzZe po

.....
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4.1.5. Dysfunkce hematoencefalické bariéry

Hematoencefalicka bariéra reaguje na ischemii zvySenou propustnosti a degradaci
bazalni laminy. Dale se také zvySuje interakce endotelu s extravaskularnimi burikami CNS
(astrocyty, mikroglie, neurony) a interakce endotelu s intravaskularnimi burikami (leukocyty,
krevni desticky). Vysledkem téchto reakci je Spatné kapilarni prokrveni mozkové tkané, adheze

cirkulujicich bunék, zadnéty, trombdzy (i snizena bariérova funkce endotelu [54].

4.1.6. Infiltrace leukocyt(

Také leukocyty hraji roli v patogenezi hypoxicko-ischemického poskozeni.
Zprostiedkovavaji totiz poSkozeni vyvolané reperfuzi. Pfedevsim neutrofily se silné podili
na poskozeni tim, Ze pronikaji skrz endotel do mozkového parenchymu. Jak ale konkrétné

pfispivaji k patofyziologii HI poSkozeni, neni zatim znadmo [54].

5. NMDA receptory

N-methyl-D-aspartatovy receptor (také znamy jako receptor NMDA) je specificky druh
ionotropniho glutamatového receptoru nachazejici se v nervovych burkach [57]. NMDA
receptor je pojmenovan po jeho agonistovi, molekule NMDA, ktera se k nému selektivné vaze
[58]. NMDA receptor je velmi dulezity pro fizeni synaptické plasticity a ma vyznamnou

pamétovou funkci [59].

5.1.  Aktivace NMDA receptoru

Aktivace NMDA receptori vede k otevreni iontového kanalu. Je aktivovan, pokud
se na néj navazi 2 koagonisté, tzn. dvé molekuly glutamatu na GIuN2 ¢i GIuN3 a dvé molekuly
glycinu (nebo D-serinu) na GluN1 podjednotku. Aktivace NMDA receptoru je soucasné
napétové zavisla. lontovy kandl totiz za klidového membranového potencialu blokuji ionty
Mg?* a kandl je odblokovdn aZ depolarizaci membrany. Navazani glutamatu a glycinu
na vazebna mista NMDA receptoru a depolarizace membrany pak umozni pratok iontd Na*
a Ca?* do buriky a K* ven z buriky [58]. Mimo vazebnych mist pro koagonisty se na povrchu
receptoru nachdzi i dal$i vazebna mista pro jiné ligandy nap¥. pro Mg?*, Zn%*, H*, polyaminy,
blokatory kanalu ¢i neurosteroidy. Existence mnoha vazebnych mist je predpokladem pro

farmakologické zasahy [60].

14



5.2.  Struktura NMDA receptoru

NMDA receptory jsou heterotetramery, které se skladaji ze 3 typl podjednotek
zahrnujicich GIuN1, GIuN2 a GIluN3. Podjednotka GluN1 existuje celkem v 8 izoformdch, GIuN2
muze byt syntetizovdna podle 4 raznych gen(, (GIUN2A az GIuN2D), méné casta GIuN3
podjednotka se nachazi ve variantach GIUN3A ¢i GIuN3B. Homotetramer NMDA receptoru
vétSinou obsahuje dvé GIuN1l a dvé GIuN2. GIuN3 muiZe nahrazovat jednu z GIuN2
podjednotek. Z terapeutického hlediska je sloZzeni receptoru velmi dulezité, jelikoz se od néj
odviji biofyzikalni a farmakologické vlastnosti komplexu. Topologie vSech podjednotek je
shodnd. N-konec proteinu je na extraceluldrni strané, zatimco C-konec je orientovan
intracelularné. Do membrany jsou integrované 3 domény TM1, TM3 a TM4. Doména TM2 je

intracelularni pohybliva ¢ast vytvarejici iontové selektivni pér kandlu receptoru [60].

5.3.  NMDA receptory béhem vyvoje

Podjednotkové sloZzeni NMDA receptoru je specifické pro rGzné oblasti mozku a také
se dynamicky méni v pribéhu vyvoje mozku a pfi odpovédi na fyziologické podnéty. Zatimco
GluN1 podjednotka NMDA receptoru je hojné rozsifrena v dospélém mozku, GIuN2A a GIuN2B
podjednotky jsou soucdsti predevsim predniho mozku a GIuN2A a GIuN2C podjednotky jsou
pfitomné v mozecku [61]. Co se tyce vyvojovych zmén, tak zejména kortikalni a hippokampalni
neurony Vv novorozeneckém prednim mozku obsahuji receptory NMDA s GIuN2B
podjednotkou jak v synapsich, tak v extrasynaptickych mistech, zatimco kortikalni neurony
v dospélém mozku obsahuji zvySené synaptické populace receptorli NMDA s GIuN2A
podjednotkou [62]. U potkaniho modelu nezralého mozku jsou GIuN2B, GIuN2C, GIuN2D,
a GluN3A podjednotky nadmérné exprimovany a tato nadmérna exprese, ktera zvySuje pomér

non-GIuN2A / GIuN2A, podporuje hyperexcitabilitu [63].

5.4. Klicova tiloha NMDA receptoru v excitotoxicité

NMDA receptor je v mozkové tkani dilezity pro neurondlni rozvoj a udrzovani bunék
pfi zZivoté. Je vyznamny v béZném vyvoji, ale i v ischemické nebo traumatizované tkani. Uréita
subpopulace NMDA receptor(l je neuroprotektivni a hraje podstatnou roli pfi obnové
neurologickych funkci, které byly narusené napfriklad iktem [1]. NMDA receptory jsou

vyznamné také v excitotoxicité zprostfedkovdvané vapnikovymi ionty, které pres tyto
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receptory velice snadno prochazi do bunky. Nadmérny vtok vapniku zptsobeny aktivaci NMDA
receptoru je vysoce neurotoxicky oproti ekvivalentnimu vtoku vapniku, ktery vede pres
napétoveé fizené vapenaté kanaly [56]. Vtok vapnik( do buriky pres NMDA receptory mize mit
odlisny ucinek na genovou expresi [64]. Jedna z klicovych roli NMDA receptoru je ta,
Ze se jedna o zdroj vapniku, ktery signalizuje bunécnou smrt. Tato skutecnost vede k teorii,
podle které proteiny signalizujici smrt, jeZz jsou zaroven na vapniku zavislé, musi byt Uzce
spojené s NMDA receptorem [56]. Dnes jiZz mame dikazy o tom, Ze C-koncovd doména urcité
subpopulace NMDA receptoru pfimo vaze mnoho protein( participujicich na apoptotickych

procesech, coZ je vyznamné zejména pfi cerebrdlni ischemii [1].

5.5.  Dualni role NMDA receptoru

V zavislosti na urovni aktivity receptord NMDA, mohou nékteré subpopulace téchto
receptorll podporovat neurondlni smrt nebo preziti. Napfiklad stimulace NMDA receptoru
nizkou davkou NMDA podporuje prezivani neurond v kulturdch granulovych bunék. Za
stejnych kultivacnich podminek stimulace vysokou davkou NMDA vyvolava neurondlni smrt.
Tyto ucinky jsou zprostfedkované odliSnymi mechanismy naslednych signdlnich drah

jednotlivych subpopulaci NMDA receptor( [65].

Taktéz synaptické a extrasynaptické NMDA receptory mohou byt spojené s rozdilnymi
proteiny naslednych signalnich drah. Tyto proteiny maji na neurony rozdilné ucinky.
Synaptické NMDA receptory mohou podporovat neurondlni preziti. Naproti tomu
extrasynaptické NMDA receptory, které se aktivuji, kdyz je pfilis mnoho glutamatu
v ischemické oblasti mozkové tkdné, mohou indukovat neurondlni smrt [66]. Synaptické
NMDA receptory aktivuji proteiny signalizujici preziti. Aktivuji kinazu ERK a zvysi koncentraci
jaderného vapniku, coz vede k aktivaci transkripéniho faktoru CREB a produkci proteinu
podporujiciho preziti BDNF. Naproti tomu extrasynaptické NMDA receptory snizuji aktivaci

ERK, CREB a snizuji produkci BDNF [67].

Rozdilna funkce synaptickych a extrasynaptickych NMDA receptorl muize byt také
Castecné vysvétlena pritomnosti odliSnych podjednotek. NMDA receptory obsahujici GIuUN2A
podjednotky se vyskytuji hlavné na synapsich a podporuji prezivani neuront diky aktivaci
proteinl kontrolujicich preziti — AKT, ERK a CREB. Naproti tomu NMDA receptory obsahujici

GluN2B podjednotky se vyskytuji hlavné extrasynapticky a vazi na svou c-terminalni doménu
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proteiny, jez po praniku vapniku participuji na proapoptotickych procesech. Selektivni
antagonisté NMDA receptorli obsahujicich GIuN2B podjednotku jsou pak vysoce
neuroprotektivni v modelech mozkové ischemie a dalSich neurodegenerativnich
onemocnénich, zatimco selektivni antagonisté NMDA receptorli obsahujicich GIuN2A
podjednotku jsou slabé neuroprotektivni a v nékolika studiich zhorsuji neuronalni poskozeni

[62].

5.6. NMDA antagonismus

Antagonisté NMDA receptor(l jsou skupinou latek, které antagonizuji nebo inhibuji
uc¢inek NMDA receptorl. PouZivaji se jako veterindrni a l|ékarska anestetika. Néktefi
antagonisté NMDA receptoru, jako je ketamin &i fencyklidin (PCP), jsou pro své disociativni,
halucinogenni a euforizacni vlastnosti rozsitrené rekreacni drogy [68]. Rozhodujici Gloha NMDA
receptoru v patogenezi cerebrdlni ischemie naznacuje, Ze antagonisté NMDA receptoru
a postsynaptické blokatory vapnikového kandlu mohou byt neuroprotektivni [69]. Pfimy
antagonismus NMDA receptoru se dokonce zdd byt dostatecné neuroprotektivni proti
ischemickému poskozeni ve srovnani s ko-antagonismem rlznych excitotoxickych receptor(
a zdroju vapniku. Mezi latky, které se vtomto ohledu nejvice studuji, patfi MK-801 (dizocilpin).
Tato latka je selektivni nekompetitivni antagonista NMDA receptoru, ktery prochazi lehce

hematoencefalickou bariérou, coz umoznuje systémové podani [70].

Z hlediska schopnosti a mista navazani lze antagonisty délit na kompetitivni
antagonisty, antagonisty glycinového vazebného mista, nekompetitivni antagonisty
a unkompetitivni antagonisty. Jednotlivé skupiny se lisi také svymi vlivy na chovani jedince
a nezadoucimi vedlejsimi ucinky [71]. Antagonisté NMDA receptort byly primarné zkoumany

na plné vyvinuté nervové tkani.
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Obr. 2: Schématické znazornéni nékterych vazebnych a regulacnich domén NMDA receptoru.

Upraveno podle [72].

5.6.1. Kompetitivni antagonisté

Kompetitivni antagonisté se vazi na glutamatové vazebné misto NMDA receptoru.
Prvni kompetitivni antagonisté NMDA receporu neprochazely hematoencefalickou bariérou
a to je Cinilo nevhodnymi pro klinické vyuZiti. Proto se zacaly vyrabét antagonisté, které byly
vice lipofilni a mohly touto bariérou prochazet. Béhem ischemického poskozeni se prechodné
zvysi extraceluldrni hladiny glutamatu, coZz vede k excitotoxicité. Z toho dlvodu jsou
kompetitivni antagonisté, které soutézi o vazebné misto s glutamdatem, méné ucinnymi. Mezi

slouceniny, které prochdzi hematoencefalickou bariérou, patfi 3- (2- karboxypiperazin-4-yl)
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propyl-1-fosfonova kyselina (CPP) a jeho derivat d-CPPene. Tyto slouceniny vSak mély zavazné

vedlejsi ucinky [73].

CGS19755 (Selfotel) byl intenzivné zkouman u lidi. Pfi vSech studiich se ale
signifikantné projevily jeho nezadouci vedlejsi ucinky, jako jsou halucinace, paranoie, poruchy
védomi, pocit omameni &i zvraceni. Zjistilo se také, Ze jedna davka této latky mize mit
biologicky uc¢inek na NMDA receptor po dobu 24 hodin a déle, coz je dlouho poté, co
se extracelularni koncentrace glutamatu vrati do normalu. Bylo také zaznamendano

nesignifikantni zvySeni umrti u pacientt lIé¢enych CGS19755 [73].

5.6.2. Nekompetitivni antagonisté

Nekompetitivni antagonisté se prednostné vazou do otevieného pdru kandlu NMDA
receptoru. Jestli ma vazba probéhnout, musi byt také depolarizovana membrana, aby por
kandlu opustil Mg?*, ktery kandal za klidového membranového potencidlu blokuje [74].
Nekompetitivni antagonisté prochdzeji ucinné pres hematoencefalickou bariéru. Prvni
generace antagonisté se vazaly do péru s vysokou afinitou, proto jejich disociace trvala dlouho
a branily tak béZznym funkcim NMDA receptorli [73]. Proto se dnesni studie ¢asto zaméruji na
nizkoafinitni antagonisty, které disociuji rychleji, a tudiz by nemély mit tak zdvazné vedlejsi

ucinky [74].

Fencyklidin (PCP) je nekompetitivni vysokoafinitni antagonista NMDA receptoru. Byl to
vibec prvni syntetizovany antagonista NMDA receptoru vytvoreny v roce 1950 jako
anestetikum [73]. Nasledné bylo PCP pouZito zejména v psychiatrickém vyzkumu jako
farmakologicky model schizofrenie. PCP je také zneuzivdn jako droga ("andélsky prach").
Uzivani PCP navozuje stav silné analgezie a katalepsie, ve kterém je subjekt pfi védomi (oci
zGstavaji oteviené), ale reakce na podnéty je slabad. 10 mg PCP vyvolava stav euforie
a analgezie, ktera byla vhodna pro premedikaci, 20 mg byla adekvatni davka jako anestetikum
pro chirurgické zakroky. Po anestézii se ale pacienti citili vyrazné neklidni a obéas méli
nasilnické chovani doprovazené halucinacemi a paranoidnimi reakcemi. Zmény v EEG
pacientu, ktefi uzivali PCP, ukazuji disociaci mezi thalamokortikdlnimi a limbickymi krivkami,
coz vedlo k vytvoreni terminu "disociativni anestetika" pro PCP a jiné nekompetitivni

antagonisty NMDA receptor( [74].
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Ketamin je nekompetitivni a nizkoafinitni antagonista NMDA receptoru. Je to analog
PCP s totoZnymi klinickymi ucinky, které jsou pouze kratsi. Je Siroce pouzZivany jako
anestetikum a v nékterych pripadech jako analgetikum. V pfipadé jeho vyuZiti jako anestetika
se podava soubéiné s benzodiazepiny, které snizuji psychomimetické a kardiovaskularni

vedlejsi ucinky [74].

MK-801 (dizocilpin) je dalsi vysokoafinitni nekompetetivni antagonista NMDA
receptoru. Na potkanim modelu cerebrdlni ischemie bylo dokdzano, Ze je silné
neuroprotektivni. Nasledné bylo také prokazano, Ze je trvale neuroprotektivni v nékolika
modelech excitotoxicity. Jeho klinicky vyvoj byl ale pferusen, protoze mél neptiznivé vedlejsi

ucinky [73].

a) Fencyklidin b) Ketamin c) MK-801

P %

Obr. 3: Chemickeé struktury a) fencyklidin (PCP), b) ketamin, c) MK-801. Upraveno podle [75].

5.6.3. Unkompetitivni antagonisté

Unkompetetivni antagonisté se stejné jako nekompetetivni antagonisté vazou do
otevieného poéru kandlu [76]. Kanal NMDA receptoru ukryva alosterické misto, které je
antagonistim vystavené pouze pri patologické aktivaci, jako napfiklad pfi nadmérné
koncentraci agonistd. Unkompetitivni antagonisté se na tyto alosterickd mista dokazi vazat
a tim inhibovat NMDA receptor. KdyzZ je patologicky stav odstranén, zmizi i toto alostericka
mista [77]. Tito antagonisté maji proto tendenci se hromadit v oblastech, ve kterych je
koncentrace glutamatu nejvyssi (tzn, receptor mda nejvétsi pravdépodobnost, Ze bude
aktivovan). Naproti tomu, nekompetitivni antagonisté se vazi na sva vazebna mista bez
potifeby patologické aktivace a antagonizuji NMDA receptory s konstantni ucinnosti [74].
Ackoli jsou unkomeptitivni antagonisté strukturdlné rtznorodé latky, vSechny jsou nabité

kladné z dGvodu vazebnych mist v péru kanalu [76].
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CNS-1102 (Cerestat) je vysokoafinitni unkompetetivni antagonista NMDA receptoru.
Jeho vyhodou je, Ze ma oproti MK-801 o polovinu mensi afinitu k vazebnému mistu, a tak
predpokladané vedlejsi ucinky by mély byt mensi. Stejné ale jako u ostatnich vysokoafinitnich
nekompetetivnich antagonisti NMDA receptorl se pfi nizSich davkach projevily jeho

sedativnivi Ucinky a ataxie, zatimco vyssi davky byly spojeny s halucinacemi a paranoii [73].

Dextromethorphan je nizkoafinitni unkompetetivni antagonista NMDA receptoru.
Roky se pouzival jako pfipravek proti kasli [73]. Davka 60 mg denné byla podavana pacientim,
ktefi byli ohroZzovani mozkovou ischemii. Tato studie probéhla bez jakychkoli nezadoucich, ale
i Zadoucich ucink(. Predavkovani vedlo k psychomimetickym ucinkiim a dysforii. Pfi davkach
az 120 mg / h vznikaly u zdravych dobrovolnik(l nékteré vedlejsi G¢inky jako zavraté, ataxie,
nevolnost, zvraceni ¢i zmény nalad. Negativni vedlejsi ucinky se projevily i v dalSich studiich

[74].

Memantin je také nizkoafinitni unkompetitivni antagonista NMDA receptoru [73]. Je
to dimethyl derivat amantidinu. Pouziva se jako antiparkinsonikum a antispastikum v rGznych
chronickych neurologickych onemocnénich, véetné roztrousené sklerézy. Diky tomuto uzivani
mame znacné zkuSenosti s dlouhodobym perordlnim podavanim, avsak je zde nedostatek
placebem kontrolovanych studii a neexistuji zddné zpravy o jeho ucincich pfi kratkodobém
podavani. Vedlejsi ucinky dlouhodobého oralni podavani zahrnuji zavrat, neklid, a Unavu.
Dvojité zaslepena studie u 88 pacientli s demenci po dobu 42 dnl nasla funkéni zlepSeni pfi
uzivani 20 mg memantinu, kdy byl tento Iék navic dobfe tolerovan. Jednou-zaslepena studie
10 pacientt trpicich demenci pfi denni ddvce 20-30 mg memantinu nezjistila Zddné vyznamné

zlepsSeni, u 2 z 10 pacientl vyvolal dokonce prechodné zhorseni [74].

Memantin

@ =
NH;- Cl

H,C CH,

Obr. 4: Chemicka struktura memantinu. Upraveno podle [78].

21



Remacemid hydrochlorid se dlouhodobé peroralné pouzivd jako antikonvulzivum.
Remacemid hydrochlorid ma sam o sobé malou afinitu k NMDA receptoru, ale jeho hlavni
metabolit Remacemid desglycin (FPL 12495) je nizkoafinitni (unkompetetivni) antagonista
NMDA receptoru. Remacemid hydrochlorid byl podavadn zdravym dobrovolnikim v davkach
150 mg v opakovaném peroralnim podani kazdych 6 hodin po dobu 28 dn(. Nejcastéji hlasené
nezadouci Ucinky byli zavraté a gastrointestinalni obtize. Druha faze klinické studie s pouzitim
oralni davky az do 400 mg kazdych 12 hodin probihaji u pacientl mrtvice a nemaji dosud zadné

konkrétni vedlejsi ucinky [74].

Extracelularni horcik se chova jako unkompetetivni antagonista receptoru NMDA.
Ve studiich se pouZival chlorid hofecnaty nebo siran hofecnaty a tyto latky se prokazaly jako
neuroprotektivni a navic levné a Siroce dostupné. Pfi poddvani siranu hofecnatého infuzi

v pribéhu 24 hodin se neprojevily Zadné negativni vedlejsi ucinky [74].

5.6.4. Antagonisté glycinového vazebného mista

Antagonisté glycinového vazebného mista se oproti antagonistim kompetitivnim
jsou za normalnich podminek zcela nasycena. To predstavuje potenciondlni problém, protoze
pro funkcni antagonismus je nutna extrémné vysoka synapticka koncentrace téchto latek [74].
Znacna pozornost pfi klinickych testech byla zaméfena na ACEA 1021 (5-nitro-6,7-dichlor-2,3-
chinoxalin-dion, zndmy jako licostinel). ACEA 1021 se projevil jako neuroprotektivni na
zvitecim modelu jak fokalni, tak globalni ischemie. Vykazoval minimalni nepfiznivé vedlejsi
ucinky, avsak v moci pacientd v prvni fazi klinické studie byli objeveny krystaly této latky, jez
by mohly byt potencialné skodlivé. Pfi kombinaci s probenecidem by vSak tento problém mél

byt odstranén a studie ACEA-1021 tak bude pokraéovat [73].

Dalsi zkoumanou latkou byl GV150526, ktery se na zvifecich modelech mozkové
ischemie projevil neuroprotektivné. BohuzZel se neprojevilo zadné zlepseni pfi jeho podani
lidskym pacientim [73].

5.6.5. Modulatory polyaminového vazebného mista

Tyto moduldtory se nevaii v péru kanalu, ani ve vazebném misté pro agonisty, ale

vazou N-terminalni doménu specifické podjednotky NMDA receptoru. Mezi latky, které se vazi

22



na polyaminové vazebné misto patfi Ifenprodil a jeho derivaty. Tyto latky jsou tedy vysoce
selektivni a vazi se preferencné na NMDA receptor obsahujici GIuN2B podjednotku, ktera je
spojena se signalizaci bunécné smrti. Moduldtory této skupiny nemaji 100 % ucinnost inhibice.
Tento farmakologicky nedostatek by ale pro Ifenprodil mohl byt velmi vyhodny, kvdli
pozadované minimalni aktivaci NMDA receptorl pro spravnou funkci mozku. Navic diky své
vysoké specifité neovlivni funkci NMDA receptord obsahuijicich jiné, nez GIuN2B podjednotky
(napt vétSinu NMDA receptord mozecku) a jsou také maximalné efektivni pfi trvale
aktivovanych NMDA receptorech v priibéhu excitotoxicity. Ifenprodil a jeho derivaty se zatim
ukazaly jako neuroprotektivni na hlodavcich a primatich modelech Parkinsnovy choroby a
neprojevily se u nich zavazné vedlejsi ucinky, jako je to u neselektivnich antagonisti NMDA
receptorll. Problém ale spociva v ustnim poddvani. Neddvné studie vSak pfichazi s novymi
antagonisty NMDA receptorl obsahujicich GIuN2B podjednotku, které strukturalné nesouvisi

s Ifenprodilem, ale mohly by omezeni prekonat [76].

Mezi dal3i podjednotkové specifické antagonisty patfi Zn?*, ktery se vdZe na NMDA

receptory obsahujici GIuN2A podjednotku [76].

Ifenprodil

Obr. 5: Chemicka struktura Ifenprodilu. Upraveno podle [75].

6. Nasledné signalni drahy spojené s hypoxicko-ischemickym
inzultem

NMDA receptory hraji primarni roli v excitotoxicité, kterda nasleduje po ischemické
cévni mozkové prihodé. Néktera farmakologickd |éciva se proto zaméfila na zabranéni
excitotoxického uvolfiovani glutamatu v pridbéhu mozkové ischemie. Dals$i antagonizuji
kompetitivné ¢i unkompetitivné NMDA receptory a nékteré inhibuji NMDA receptory, které
obsahuji GIuN2B podjednotku. Tyto slouéeniny se zaméruji na NMDA receptory na jejich

receptorové urovni, coz vede ke kratkym casovym oknlm pro ucinné podavani IéCiva. Léky,
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které se tedy zaméruji na excitotoxické uvolfiovani glutamatu nejsou ucinné, jakmile
se glutamat uvolni do ischemického mozku. A také léky, které antagonizuji NMDA receptory
nebo jiné excitotoxické receptory, jsou neucinné, jakmile jsou tyto receptory a jejich signdlni
proteiny spojené s bunécnou smrti aktivovany. Navic kromé proteinU signalizujicich bunécnou
smrt existuje celd fada jinych signalnich protein(, které jsou zodpovédné za normalni
neuronalni funkce. Patfi mezi né signalizacni proteiny s vyznamnymi ulohami v procesech
uceni a paméti, kognitivniho zpracovani, motivace a odmeén, ¢i preziti neuront. Antagonisté
NMDA receptord proto obvykle vyvoldvaji nezadouci ucinky, jako jsou psychomimetické
efekty, pamétové deficity, sedativni Ucinky nebo zhorseni iktu. V poslednich deseti letech
se fada studii pokusila odhalit proapoptické mechanismy a urcit proteiny nitrobunééné
signalni drdhy, které pfispivaji k excitotoxické neurondlni smrti. Vyvojem novych
farmakoterapeutickych pfistupt, které budou inhibovat tyto nasledné signalni drahy, bude
pravdépodobné moziné pfekonat mnoho klinickych omezeni, které jsou pozorovany u béznych
procedur, které se zaméruji na inhibici NMDA receptor(. Léky, které se zaméfi na proteiny
a signaliza¢ni drahy spojené s bunécnou smrti, jez jsou aktivovany nékolik hodin nebo dni po
cévni mozkové prihodé, mohou zlstat pro iktus ucinné, i kdyz je lécba zpozdéna. Presny
mechanismus naslednych signalnich drah spojenych s hypoxicko-ischemickym inzultem

se prozatim zkouma na plné vyvinuté nervové tkani [1].

6.1. AktaPTEN

Synaptické receptory NMDA, jez obsahuji GIuN2A podjednotky, podporuji prezivani
neuronl aktivovanim proteinkindzy Akt [79]. Tato proteinkindza je aktivovana fosforylaci.
Fosforylace mize probéhnout odliSnymi drdhami. Nejzndméjsi cesta vede pres vazbu Akt na
fosfatidylinositol(3,4,5)-trifosfat  (PIP3). PIP3 vznikd na plasmatické membrané
z fosfatidylinositolu(4,5)-bisfosfatu (PIP2) za pomoci fosfatidylinositol 3-kindzy (PI3K) [80][81].
Akt se po aktivovani premisti do jadra, kde podporuje prezivani bunék [82]. Pfi mozkové
ischemii fosfatdza PTEN defosforyluje PIP3 na PIP2 a prerusuje aktivitu Akt[83]. PTEN se také
pfimo navaze na C-termindalni doménu podjednotky GIuN1 NMDA receptoru, ktera zaroven
obsahuje GIuN2B podjednotku. Kromé toho se PTEN pfemistuje do jadra. VSechny tyto aktivity
PTEN vedou k rozsifeni excitotoxicity a k ukoncéeni bunécného Zivota [84][85]. Dale se také

zjistilo, Ze jind forma PIP2, fosfatidylinositol(3,4)-bisfosfat, je excitotoxicka tim, Ze prevadi
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GluN2B podjednotku NMDA receptoru do synapsi. Defosforylace excitotoxického PIP2 do

fosfatidylinositol monofosfatu (PIP) inositolovou fosfatdzou INPP4A je neuroprotektivni [86].

6.2. CREB a BDNF

Synapticka cinnost zprostfedkovava neurondlni prezivani prostfednictvim pozitivni
zpétné vazby mezi CREB a BDNF. Synaptické receptory NMDA, které obsahuji GIuN2A
podjednotku, podporuji neurondlni prezivani diky aktivovani CRE vazebného proteinu (CREB).
Fosforylovany CREB se vaZze na CREB vazebny protein (CBP) a reguluje transkripci gent citlivych
na CRE, mezi které patfi neurotrofni faktor BDNF [87][88]. BDNF mUZe po uvolnéni z jadra
aktivovat receptor Trk, ktery opét podporuje aktivaci CREB [89]. BEéhem cerebralni ischemie
stimulace extrasynaptickych NMDA receptorld indukuje uzavieni drahy CREB, coz vede

k neurondlni smrti [88].

6.3. DAPK1

Ptiliv vapenatych iont(l pfes receptor NMDA v pribéhu cerebralni ischemie indukuje
aktivaci proteinkindzy DAPK1. DAPK1 je defosforylovand kalcineurinem na serinu-308, coz ji
aktivuje. Aktivovana DAPK1 se poté vaZze na c-terminalni doménu GIuN2B podjednotky NMDA
receptoru, zvySuje jeho aktivitu a tim podporuje excitotoxicitu. Kromé toho mlze byt DAPK1
fosforylovana kindzou ERK na serinu-735, ¢imzZ se zvedne jeji aktivita. ZvySena aktivita DAPK1

pak vede k neuronalni smrti [90].

6.4. PSD95 a nNOS

Pfi fyziologickych podminkach synaptické Cinnosti receptor NMDA aktivuje protein
PSD95 a tim podporuje prezivani neurond. Kromé toho je PSD95 chranén pred S-nitrosylaci
formovanim disulfidickych mustk(. V pribéhu mozkové ischemie tvofi NMDA receptor
obsahujici GIuN2B podjednotku komplex s PSD95 a nNOS. Tento komplex signalizuje smrt
a vede k produkci superoxidovych aniontl (O2’) a oxidu dusnatého (NO*). Tato produkce je
zavisla na vapenatych iontech, které ziskava diky NMDA receptoriim [91][92]. Nasledna tvorba
peroxynitritu (ONOO’) z O, a NO* mUzZe vyvolat neuronalni poskozeni prostfednictvim rady
mechanismu [93]. Vlivem nedostatku kysliku jsou také ¢asto rozbité disulfidické mustky. To

vyuziva NO* kongener, kation oxidu dusnatého (NO*), ktery indukuje s-nitrosylaci proteint na
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volnych cysteinovych zbytcich. S-nitrosylace pak vede k aktivaci proteind signalizujicich smrt

a inhibici protein(, které podporuji bunécné preziti [94][95].

6.5. Calpain

NMDA receptory obsahujici GIuN2B podjednotku mliZou vyvolat neurondlni poSkozeni
aktivaci protedzy calpain. Tato aktivace je opét zavisla na pfilivu vapniku z NMDA receptoru.
Calpain poté zkracuje c-terminalni doménu metabotropniho glutamatového receptoru
mGIluR1. Tento receptor za béznych okolnosti aktivuje enhancer PIKE-L a tim podporuje
prezivani neurond. Avsak zkrdcenim C-termindlni domény mGIuR1 zacne tento receptor
signalizovat smrt [96][97]. Kromé toho calpain Stépi protein p35 na protein p25. p35 bézné
podporuje prezivani neurond pomoci kindzy cdk5, avsak poté, co je zkracen na p25, indukuje
pfesmérovani cdk5, coz podporuje neuronalni poskozeni [98]. A konecné, calpain také stépi
fosfatazu STEP61, kterd inhibuje smrtelnou signalizaci proteinu p38 z MAP kindzové rodiny do

neaktivni formy STEP33 a tim pfispiva k excitotoxicité [99].

7. ZpUsoby neuroprotekce v perinatologii

Perinatalni poSkozeni mozku mlze mit celozivotni nasledky. Jeho pfi¢inami mohou byt
naptiklad hypoxie, trombdzy, krvaceni, infekce nebo Urazy. Dlouhodobé nasledky zdavisi na
staddiu téhotenstvi a na zavaznosti a délce kritické udalosti. Nejvyznamnéjsim rizikovym
faktorem pro perinatdlni poranéni mozku je pfedéasny porod. Nicméné v absolutnich ¢islech

vétsinu postizenych déti pfedstavuji novorozenci narozeni v fadném termint [100].

Hlavni pfi¢ina hypoxicko-ischemického poskozeni je v perinatologii prisuzovana
tézkému porodu. Naproti tomu u dospélych lidi jsou jako hlavni pfi¢iny uvadéné trombdzy,
embolie ¢i aneurysmata. U dospélych lidi se pro IéCbu uZivaji trombolytika [101] Ci jiné Iéky
[102], provadi se tromboektomie a dalsi neurochirurgické zakroky [103], nebo se zavadi stenty
[104]. Avsak |écebné postupy hypoxicko-ischemického poSkozeni v perinatologii jsou omezené

predevsim v oblasti farmakoterapie.

Vyzkum perinatdlni neuroprotekce se obvykle zaméfuje na vyskyt mozkové obrny, jez
je definovana jako skupina trvalych poruch vyvoje pohybu a drieni téla, coZ zpUsobuje
omezeni cinnosti, které jsou pfipisovany neprogresivnim porucham, ke kterym doslo

ve vyvijejicim se plodu nebo mozku kojence. Casto je doprovazena poruchami smyslového
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vhimani, percepce, kognice, komunikace a chovani [105]. V 65 % pripadl je mozkova obrna

spojena s intraventrikuldrnim krvacenim [106].

7.1.  Strategie pro snizeni dlouhodobého dopadu perinatalniho poranéni mozku

7.1.1. Siran hofec€naty

V 90. letech bylo prokdzano, Ze mira intraventrikularniho krvaceni a mozkové obrny
byla nizsi u déti, jejichz matky byly vystavené plisobeni siranu hofe¢natého [107]. Siran
horec¢naty vyrazné snizuje riziko mozkové obrny u déti, pfi podani do 34. tydne téhotenstvi
[108]. Jiné studie naznacuji, Ze ackoli neexistuje Zzadny vyznamny ucinek siranu hofecnatého
na détskou Umrtnost, doslo k vyraznému snizeni neurologického poranéni [109]. Siran
hofecnaty se musi pouZivat s opatrnosti, jelikoZ u matky a ditéte hrozi nebezpeci kostnich

abnormalit a poruch v distribuci vapniku, fosforu a hot¢iku [110].

7.1.2. Terapeutickd hypotermie

Terapeutickd hypotermie chrani neurony pred sekundarnim posSkozenim, nez
se metabolismus mozku vrati do normélu po asfyktické udalosti. Rada studii prokézala snizenf
umrtnosti a/nebo zdravotnich postizeni spojenych s terapeutickou hypotermii [111].
Hypotermie pomdha zmirnit poSkozeni nervové tkané zpuUsobené ischemii, a to hned
v nékolika ohledech. Zmirnuje vazogenni edém, krvaceni a infiltraci neutrofil( [112]. SniZuje
uvolfovani excitacnich neurotransmitert, coz omezuje intracelularni akumulaci vapniku [113]
[114]. Déle také omezuje produkci volnych radikal(, chrani buriky béhem reperfuze, snizuje
aktivace cytokinu a koagulaéni kaskady [115]. Tyto ucinky mohou tedy snizit pocet bunék,

které by jinak musely podstoupit apoptdzu.

Nejcastéji se provadi ochlazeni ditéte na 33° C po dobu tfi dnll od narozeni. Diky své
jednoduchosti a Ucinnosti patfi hypotermie mezi nejéastéji uzivané terapie pfi perinatalni
ischemii [116]. Nicméné terapeutickd hypotermie vyzaduje znacné prostiedky, které jsou

obvykle k dispozici pouze v centrech terciarni péce [122].

7.2.  Strategie k zabranéni perinatalniho poranéni mozku

Je nesporné, Ze objem krve cirkulujici v téle novorozence je ¢astecné zavisly na tom,

kdy je pupecni Snlra odstfizena [117]. Okamzité odstfizeni pupecni Siiliry bylo historicky
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obhajovano s cilem usnadnit rychlou resuscitaci pro predc¢asné narozené déti, z dlvodu
usnadnéni odbéru plynt z pupecnikové krve a pro sniZzeni materského krvaceni [118]. Nicméné
existuje i mnozstvi literatury podporujici zpozdéné podvazani pupecni siiliry, aby se zabranilo
perinatdlnimu poranéni mozku, a to zejména mezi predcasné narozenymi détmi [100].
Zpozdéné podvazani pupecni $iliry zahrnuje snizené riziko hypoperfuze a zlepseni dodavek
kysliku do mozku [119]. Kromé toho, pokracujici transfuze ¢ervenych krvinek mlze snizit riziko
reperfuze a zajistuje pro novorozence odpovidajici srazeci faktory [120]. A konecné,
pupecnikové kmenové buriky se zdaji byt neuroprotektivni, jak jiz bylo prokdzano na zvirecich

modelech [121].

Mezi dalsi strategie patfi zamezeni infekcim. Materské infekce jakéhokoliv druhu,
predevsim ale infekce plodovych oball (chorioamnionitidy), jsou spojeny s rozvojem mozkové
obrny u déti narozenych v terminu a u déti narozenych predcasné [100]. Mechanismy
fetdlniho poranéni mozku v dlsledku infekce jsou pravdépodobné spojené se zvySenou
materskou teplotou, uvoliovanim cytokin(, volnych radikdld a glutamatu, a cévnim
poskozenim spojenym s infekci [122]. Existuji dlkazy, Ze o poranéni mozku pfi infekci
rozhoduje fetdlni imunitni systém a zanétlivé reakce v plodu [123]. Lé¢ba materské horecky,
augmentace porodu pro pacienty a détmi narozenych v terminu s predéasné protrzenou
plodovou blanou a zamezeni nadmérnych cervikdlnich vysetfeni poté, co praskla plodova

bldna, mohou byt dllezZité strategie pro zabranéni perinatdlniho poranéni mozku [100].

Vzhledem k vysoké korelaci perinatalniho poskozenim mozku a nedonosSenosti kazda
strategie, ktera sniZuje predcasné narozeni, také snizuje vyskyt perinatdlniho poskozeni
mozku. Bohuzel, schopnost predvidat nebo zabranit pred¢asnému porodu je velmi omezena.
ZlepSeni nastalo v prevenci u Zen, které jiz aspon jednou prodélaly pfedéasny porod a u Zen,
kterym byl diagnostikovan kratky délozni kréek. Mezi nékterymi vysoce rizikovymi Zenami

se pro prevenci pred¢asného porodu prokdzalo jako vyhodné podavani progesteronu [100].

7.3.  Nové strategie

7.3.1. Nespotirebovana pupecnikova krev

Lidskd pupecnikova krev je bohata na pluripotentni bunécéné druhy, jako napftiklad
mezenchymadlni kmenové burky, které maji vysoky regeneracni potencial v mnoha typech

tkani, véetné nervové tkané. Nespotiebovand pupecnikova krev ma jiz po desetileti vyuziti
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jako zdroj kmenovych bunék k IéCbé celé rady onemocnéni jako jsou hematologické zdédéné
anemie ¢i hematologické malignity [124]. Nékolik studii na hlodavéim modelu ukazuji, Ze
kmenové bunky ziskané z pupecnikové krve mohou mit terapeuticky potencidl pro hypoxicko-

ischemickou encefalopatii [125].

7.3.2. Vyuziti erytropoetinu

Erytropoetin (EPO) je hematopoeticky cytokin, ktery ma neuroregenerativni,
angiogenni a protizanétlivé ucinky v mozku. Nékolik zvifecich studii prokazalo pfiblizné 40% az

50% zlepSeni u hlodavci vystavenych HI podminkdam a naslednou reakci s EPO [126].

Dalsi studie, ktera byla jiz provddéna na détech, ukdzala vyznamné zlepSeni na
elektroencefalogramu po uziti EPO u HI postiZzenych novorozenc(, kdy navic doslo ke snizeni
koncentraci oxidu dusnatého po 2 tydnech Zivota. Po 6 mésicich se u EPO oSetfenych déti

zlepsily neurologické a vyvojové vysledky [127].

7.3.3. Experimentalni farmaka

| pres rozsahlé variace lék(, které jsou zkoumané a pouzivané u dospélych
lidi, v perinatologii jsou tyto potencialni farmaka méné prostudovana. Jeden z dlivod( jsou
etické problémy pripadnych klinickych test(, které omezuji pouZiti 1éCiv. Jednou z podminek
je také podminka minimalni toxicity a vyskytu nezadoucich ucink(, kterou u valné vétsiny Iéciv
nelze dosahnout. Perinatologové maji tedy omezené moznosti farmakoterapie [130]. Jako
pfislib do budoucna se ale jevi pouziti neurosteroid(l, jez mozek vyznamné ovliviuji a zaroven
se v ném bézné vyskytuji. Neuroaktivni steroid 35-pregnanolon glutamat (PG) je antagonistou
receptoru NMDA. Pro svoji ¢innost vyZaduje, aby byl receptor aktivovan. PG byl zkouman na
modelu fokdlni mozkové ischemie potkaniho mladéte v PND 12. Vysledky této studie poukazuji
na neuroprotektivni potencial PG, ktery by mohl slouZit pfi vyvoji terapeutickych strategii pro

poskozeni mozkové tkané vyvolané excitotoxicitou [29].
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8. Zavér

Cerebralni ischemie vede k masivnimu uvolfovani glutamatu, ktery stimuluje NMDA
receptor a indukuje pfiliv vapniku pfes tyto ionotropni receptory. Bezprostfedné za receptory
jsou vapnikem aktivované proteiny, které signalizuji smrt. Tyto proteiny spousti nepfeberné

mnozstvi signalnich kaskad, které pracuji synergicky k vyvoldni neurondlni smrti.

Blokada receptoru NMDA je uprednostfiovanou neuroprotektivni strategii v studiich
hypoxicko-ischemického poskozeni. Unkompetitivni antagonisté jsou farmakologicky
atraktivni, protoZze by mohly byt soustfedény v ischemickych oblastech, kde je patologicka
aktivace glutamatovych receptori nejvétsi. Nizkoafinitni antagonisté jsou pak diky své
vazebné kinetice vhodné pro dlouhodobé podavani. Hlavni nevyhodou antagonistli NMDA
receptorll jsou ale jejich vedlejsi ucinky, véetné dysfunkci neurologickych procest. Znakem
obvyklého antagonismu NMDA receptor( je tvorba psychomimetickych vedlejSich ucinkd,
které jsou jednou z hlavnich pficin klinického selhani. Blokatory NMDA receptort maji také
kratké terapeutické okénko pro poddvani Iékd a jsou Ucinné pouze pfi podani pred nebo
bezprostfedné po iktu. Kvili témto ddvodim nebyl Zadny z Iékl, ktery funguje jako

antagonista NMDA receptor(, schvélen pro |éCbu ischemie.

vvvvvv

obsahujicich GIuN2B podjednotku a to kvuli proapoptickym draham, které tato podjednotka
vaze. Zarovert NMDA receptory obsahujici GIuN2A podjednotku z(stdvaji pIné aktivni pro své
bézné funkce. Tyto modulatory proto nemaji velké neurologické nezadouci Uc¢inky [128]. Mezi
tyto latky patfi napfiklad ifenprodil a jeho derivaty eliprodil a traxoprodil. U traxoprodilu
nebyly prokazany Zadné neurologické vedlejsi ucinky a jeho uUcinnost na ischemii byla
potvrzena béhem druhé faze studie. Treti faze klinické studie tohoto Iéku probihaji v soucasné
dobé [129]. Nicméné i NMDA receptory obsahujici GIuN2B podjednotku maji dllezité
fyziologické funkce, naptiklad reakce na stres nebo uceni a pamét. Proto se predpoklada, Ze i

tyto modulatory by mohly mit klinickd omezeni.

V poslednich letech se fada studii zaméfila na mechanismus naslednych signalnich
drah, které vedou k bunécéné smrti po hypoxicko-ischemickém poskozeni mozku. Lécba, kterd
by inhibovala tyto nasledné signalni drahy, by pravdépodobné méla vyrazné nizsi pocet

klinickych omezeni, neZ postupy, které se zaméruji na blokadu NMDA receptorll. Kromé toho
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léky, které by se zamérovaly na signdalni drahy spojené s bunécnou smrti i proteiny, jez bézné

nemaji zadné fyziologické funkce, by nemély mit negativni vedlejsi ucinky.

Mezi nejCastéji uzivané terapie pfi perinatalni ischemii patfi hypotermie. Terapeuticka
hypotermie je Uspésna, pficemz je také bezpecnd a ma minimalni vedlejsi ucinky. Nicméné
tato metoda pouze zmirfiuje dopady ischemického poskozeni. Potencidlni Iéky se pak
v perinatologii zkoumaji minimalné, a to predevsim kvili pfisnym narokdm na jejich toxicitu.
Jako vhodné se ale do budoucna jevi neurosteroidy. Problematiku neurosteroid( bych chtél
rozpracovat béhem magisterského studia na katedre fyziologie, Pfirodovédecké fakulty,

Univerzity Karlovy.
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