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Uvod

Vliv kainatu na neurondini populace CNS

Kyselina  kainova, kainat  (KA), [2-carboxy-4 (1-methyl-ethenyl)-3-
pyrrolidinacetoctova kyselina] je rigidni strukturélni analog kyseliny glutamové (Zagulska-
Szymczak et al. 2000). Je agonistou ionotropnich. non-NMDA glutamatovych receptora.
které se déli na dva druhy (AMPA a KA receptory) (Honore et al. 1987, Kaczmarek et al
1997, Zagulska-Szymczak et al. 2000).

Neurotoxicky efekt kainatu na neurony mozkové kiry byl postupem &asu specifikovan
jako selektivni toxicky efekt na neurondlni t€la, zatimco axony prochazejici danou oblasti
nebo ty, které jsou v této oblasti pfepojeny, zlstavaji intaktni. RovnéZ bylo zaznamenano
vzdalené pisobeni kainétu, aplikovaného do komorového systému mozku, na téla neurond
v oblasti CA3 hippocampu.

Vzhledem k popsané senzivite limbickych struktur k neurotoxickému vlivu KA, ktera
je vysvétlovana vysokou denzitou vazebnych mist pro excitatni aminokyseliny v téchto
oblastech, zachvaty indukované kainatem se povaZuji za uspokojivy model parcialnich
zachvatd s komplexni symptomatologii u tlovéka (Koryntova et al. 1997, Kubova et al. 2001,
Velidkova et al. 1988).

Kainat slouzi jako spolehlivy model neuronéini excitace. Obvykle se aplikuje
systémové, intraperitonealni cestou, nebo intracerebralng, ptedeviim do amygdaly.

Systémova davka kainatu se pohybuje mezi 8 a 12 mg/kg vahy potkana. Kainat vede
k dlouhodobt udrzované depolarizaci neurond, jjejiz manifestaci je komplexni zachvatové
chovani (Zagulska-Szymczak et al. 2000). ZavaZnost t&chto zachvatd progreduje postupné,
potinajic imobilizaci, mirnym pokyvovanim hlavou, obtasnymi ,wet dog shakes",
jednostrannym klonusem pfedni konletiny, pokratuje frekventovangj$imi ,wet dog shakes"
(Baran et al. 1987, Ben-Ari et al. 1981, Liang et al. 2000), ,,piano player state* (Zagulska-
Szymczak et al. 2000), salivaci, bilateralnim klonusem pfednich kon&etin (Liang et al. 2000) a
zintenziviluje se do podoby tézkych generalizovanych kontetinovych kfe¢i (Lothman et al.
1981, Zagulska-Szymczak et al. 2000) s pady, behanim a salivaci, coz je nasledovano
kontinualnim generalizovanym zachvatem s klonickou extenzj konéetin a smrti (Baran et al
1987, Ben-Ari et al. 1981, Liang et al. 2000).

JakoZto excitotoxin centralniho nervového systému savcd indukuje KA neuronalni
buné&nou smrt (Akhlaq et al. 2001, Sperk et al. 1983, Zagulska-Szymczak et al. 2000) formou
apoptozy i nekrozy (Akhlaq et al. 2001, Filipkowski et al. 1994, Pollard et al. 1994, Simonian
et al. 1997).

Apoptoza je charakterizovana smriténim cytoplazmy, kondenzaci chromatinu a
degeneraci DNA do oligonuklearnich fragmentd. Apoptéza jje aktivni d&j vyZzadujici expresi
specifického programu bunéfné smrti. Pti apoptéze dochazi k poklesu ATP, ale ne v takovém
rozsahu jako ptfi nekrdze, iontova homeostaza ije vice mén& zachovana a mitochondrialni
poskozeni nebyva rozsahlé (Akhlaq et al. 2001).

Aplikace kainatu do amygdaly vede k apoptéze vzdalenych hippocampalnich neurond
stimulaci neuronalni aktivity a uvolnénim neurotransmiterd (Akhlaq et al. 2001, Pollard et al.
1994).

Naproti tomu nafouknuti cytoplazmy a organel a ruptura plazmatické membrany
charakterizuji nekrézu bufky. Pli nekréze nevyZaduji neurony dodéni energie ani novou
genovou expresi a umiraji velice rychle, coz je disledek porudené membranové permeability,



rozsahlého mitochondrialniho podkozeni, ztraty iontové homcostazy, poskozeni oxidativni
fosforylace. nedostatku ATP, poskozeni sousednich bunék uvolnénim glutamatu a peroxidu
(Akhlaq et al. 2001, 11alliwell and Gutteridge 1999).

Apoptéza a nekréza jsou dva extrémni déje, mezi kterymi existuje 3iroké spektrum
jednotlivych  procesd  bunéiné smrti s rozdilnymi mechanismy a morfologickymi
charakteristikami (Akhlaq et al. 2001). Je zfejmé, Ze prolongované zachvaty mohou vést
k ireverzibilnimu poskozeni mozku, a to bun&tnou smrti formou nekrozy i apoptozy, coz bylo
popsano jako nasledek zachvatové aktivity (Langmeier et al. 2003).

KA je tedy velmi ddlezitou latkou pouzivanou k vyzkumu mnoha genomovych
odpovedi mozku, vzhledem k tomu, Ze vytvafi spojnici mezi pfechodnou aktivitou zachvatii a
dlouhodobymi zménami v neuronélni struktufe a  funkci jednotlivych oblasti mozku
(Zagulska-Szymczak et al. 2000).

Velmi senzitivni k neurocxcitatnimu a k neurotoxickému pisobeni KA je zejména
hippocampus (Suzuki et al. 1995, Zagulska-Szymczak et al. 2000), ktery je zaroveil oblasti
primarniho pisobeni této latky (Ben-Ari et al. 1981, Zagulska-Szymczak et al. 2000).
Neuronalni d&je v této mozkové struktufe jsou intenzivn¢ studovany vzhledem k relativng
jednoduchému  anatomickému  uspofadani hippocampu, jeho ugasti v mnohych
ncurodegencrativnich d&jich a jeho pfedpokladané tloze pti formovani pamét'ovych stop.

Pasobeni KA bylo studovano ve dvou rozlitnych oblastech hippocampu: v
podoblastech gyrus dentatus a v Cornu Amonis (CA).

V gyrus dentatus jsou nejvyznamngj3i neurondlni vrstvou granularni buriky. Dalsi
oblasti, &asto zmifiovanou v souvislosti se¢ zménami nasledujicimi plsobeni KA, je
polymorfni vrstva gyrus dentatus (také referovana jako hilus).

Oblast CA, tedy vlastni hippocampus, se sklada z oblasti CAl a CA3. Hlavnim
bun&&nym typem té&chto oblasti jsou pyramidové buriky (Amaral and Witter 1995, Lorente de
N6 1934, Zagulska-Szymczak et al. 2000). Pyramidové neurony v oblasti CA3 patti k
nejcitlivéjsim neuronim k pusobeni kainatu v mozku (Ben-Ari and Cossart 2000, Franck
1984), kainat na n& pasobi excitatng (Bleakman and Lodge 1998, Robinson and Deadwyler
1981, Westbrook and Lothman 1983). Bylo popsano, Ze kainat zvysuje uvolfiovani glutamatu
z oblasti CA3 (Bleakman and Lodge 1998, Gannon and Terrian 1991, Malva et al. 1998).
Intraperitonealni aplikace KA zpisobuje smrt neurond v oblastech CAl a CA3 (Sperk et al
1983, Zagulska-Szymczak et al. 2000). Pfi intraventrikulami aplikaci kainatu jsou nejvice
postizeny ipsilaterdlni CA3 neurony, zatimco neurony v oblasti CAl ¢asto tento inzult
pfezivaji (Nadler et al. 1978, 1980, Schwob et al. 1980, Zagulska-Szymczak et al. 2000).
Rovnez aplikace kainatu do amygdaly zpisobuje neuronalni smrt v oblasti CA3 (Ben-Ari et
al. 1980, Pollard et al. 1994 a, b, Zagulska-Szymczak et al. 2000). Na druhé stran€, gyrus
dentatus je vice mén¢ usetfen od KA zpisobené neurodegenerace (Sperk 1994, Zagulska-
Szymczak et al. 2000).

Ve viech pripadech degeneruji neurony v rizném rozsahu jiz 24 h po aplikaci KA.
Neurodegenerace dosahuje svého maxima ngkolik dni poté (Zagulska-Szymczak et al. 2000).
Kromé neurodegenerace zpisobuje stimulace depolarizace mozkovych neurond i dalsi
bunééné odpovedi, které zahrnuji aktivaci glie a synaptickou reorganizaci. Bungtné déje
zpusobené aplikaci KA zahrnuji: excesivni neuronalni vyboje vedouci k zachvatdm, ztratu
neurond, neurondlni plasticitu a reaktivaci glie (Kaminska et al. 1997, Zagulska-Szymczak et
al. 2000). Kainat rovnéz vede ke zvySeni produkce oxidu dusnatého (NO) vazbou na
kainatové receptory (Montecot et al. 1997).

Kainatem indukovana neurotoxicita je zpisobena produkci volnych radikala (Akhlaq
et al. 2001, Bose et al. 1992, Cheng and Sun 1994, Sun et al. 1992a, Sun et al. 1992b). Pti
systémové aplikaci kainatu dochazi k stimulaci fosfolipazy A,, coz ma za nasledek degradaci
membranovych glycerofosfolipidd a tvorbu volnych mastnych kyselin. Akumulace volnych

mastnych kyselin miZe vést k nekontrolované kaskadé kyseliny arachidonové, ktera zahrnuje
syntézu prostaglandini, leukotriend a tromboxand. To zpisobuje zvy3enou produkci volnych
radikald, peroxidaci lipidd a oxidativni poskozeni membranovych proteind. Poskozeni
bunétné membrany peroxidaci je vysledkem reakce volnych radikala s membranovymi
proteiny a nenasycenymi mastnymi Kyselinami. Nasledné chybéni nenasycenych mastnych
kyselin je spojeno s nedostate¢nou fluiditou membrany a zménami aktivity na membranu
navéazanych enzymd, iontovych kanali a receptor (Akhlag et al. 2001, Farooqui et al. 2000).

Kaindtové receptory

Objeveni neuroexcitatnich schopnosti glutamatu (Bleakman and Lodge 1998, Curtis et
al. 1959, Hayashi 1952, 1954), které spada do padesatych let, bylo prvni vlastovkou v oblasti
vyzkumu trvajiciho pfes 40 let. V poslednich nekolika letech enormné pokrotilo porozuméni
problematice iontovych kanald, jejich schopnosti permeability, kinetickym vlastnostem a
Geasti pfi synaptickém pfenosu, eehoz bylo mozno dosahnout zejména diky vysledkam
molekularng biologickych a elektrofyziologickych studii. Nicméné inicialnimu usp&chu ve
vyzkumu glutamatovych receptori vdétime pokrokim ve farmakologii.

Klasifikace glutamatovych receptord prodé&lala b&hem své dlouhé historie mnohé
zmény (Bleakman and Lodge 1998). Prvni farmakologické studie vedly k inicialni
klasifikaci, délici glutamatové receptory na N-methyl-D-aspartate (NMDA), quisqualatové a
kainatové (analoga glutamatu) receptory (Bleakman and Lodge 1998, Davies and Watkins
1979, McLennan and Lodge 1979, Watkins and Evans 1981).

Hlubs3i pozorovani zapfitinila dal3i zmény v této oblasti: non-NMDA receptory byly
pfejmenovany na a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) a
kainatové receptory (Bleakman and Lodge 1998, Collingridge and Lester 1989).

v'sou(‘,asné dob se glutamatové receptory d&li na ionotropni glutamatové receptory
(tvofen¢ iontovym kanalem) a metabotropni glutamatové receptory (spfazené s G-proteinem)
Toto uspofadani vykazuje do jisté miry podobnost s jinymi skupinami neurolransmilerovycﬁ
receptord, které jsou bud’ pfimo tvofené iontovym kanalem (napf. nikotinové, GABA, a
5HT;), nebo jsou spfaZeny ptes G-protein sdruhym poslem a iontovym kanalem
(muskarinové, GABA a serotoninové receptory) (Bleakman and Lodge 1998).

' Excitotoxicky a epileptogenni efekt kainatu byl davan do souvislosti s existenci
specifickych receptori pro kainat (Bleakman and Lodge 1998, Watkins and Evans 1981).
Tato hypotéza byla podpofena prikazem vazebnych mist s vysokou afinitou pro [*H]kainat
v mozku krysy (Bleakman and Lodge 1998, London and Coyle 1979) a rovn&z demonstraci
kainatem zpisobenych depolariza¢nich a desenzitizatnich odpovédi v gangliich dorzalnich
kofend misnich a v C-vlaknech (Agrawal and Evans 1986, Bleakman and Lodge 1998
Huettner 1990). NejdileZitdj3i posun v porozuméni specifickym kainatovym ionlovyn;
kanaldm ale pfinesly az molekularn€ biologické studie (Bleakman and Lodge 1998).

. ‘ybhippzcgrlr;palnilchknruronech existuji dva typy kainatovych receptord, jejichz funkce
se zdaji byt zavislé na lokalizaci a stadiu vyvoj
1998, Lot 1907 yvaje (Bahn et al. 1994, Bleakman and Lodge

J? znamo pét kainatovych receptorovych podjednotek — GluRS, GluRé, GluR7, KAl a
KA2. Jej'lch membranové uspofadani se zda byt totozné. Ostatni farmakologické a funkéni
vlastnosti se rizni. Tyto podjednotky mohou byt déleny do dvou skupin na zaklade
slrul;lurélni homologie a afinit¢ k [*H]kaindtu. Mezi receptorové podjednotky s nizkou
afinitou palﬁ GluR5-GluR?7, vysokou afinitu ke kainatu maji KA1 a KA2.
’ Distribuce receptorovych podjednotek pro kainat je nasledujici: GluRS se nachazi
vyhradn¢ v subiculu, CA1 oblasti hippocampu a ve vrstvé Purkyfiovych bun&k v mozetku
GluR6 v gyrus dentatus, v CA3 oblasti hippocampu, v caudatu, v putamen a vgmnulamlt



vrstve moze¢ku. GluR7 je pomérné znaéné rozdifena, ale v malém mnoZstvi. Distribuce KA1
je nejvétsi v amygdale a v hippocampu, KA2 je 8iroce roziifena v celé CNS, nejvetsi
zastoupeni méa v mozkové kife, v caudatu, v putamen, v hippocampu a v granularni vrstvé
mozedku (Chittajallu et al. 1999).

Vzhledem k problémim s identifikaci aktivity, za kterou jsou odpovédné vyhradng
kainatové receptory, bylo obtizné fyziologickou roli kainatovych receptori urtit. Bylo
zjiténo, ¢ kainitové receptory mohou byt aktivovany vysokofrekvenéni elektrickou
stimulaci mechovych vlaken na rozdil od aktivace asociatnich, pfip. komisuralnich drah
v hippocampu

Lokalizace kainatovych receptorll se piivodné zjistovala studiemi, zaloZenymi na
indukci 1ézi. Vazba kainatu v oblasti CA3 je vyznamné sniZena po selektivni destrukei
aferentnich mechovych vlaken, coZ svedei o presynaptické lokalizaci kainatovych receptord.
V ptipadé absence granulamich bunék v mozetku dochazi k poklesu vazby kainatu
v molekularni vrstvé, kde axony granularnich bunék kongi. Neurotoxicky vliv kainatu
v hippocampu a ve striatu je oslaben v ptipadé zniteni excitacnich aferentaci. Nedgje se tak
ihned po deaferentaci, ale a2 po degeneraci nervovych zakongeni, coZ podporuje myslenku, ze
neurotoxicka aktivita kainatu se vztahuje k presynaptické oblasti (Chittajallu et al. 1999).

V hippocampalnich fezech, zejm. na CA3 neuronech mohou byt kainatové receptory
stimulovany cestou mechovych vidken (Bleakman and Lodge 1998, Castillo et al. 1997,
Chittajallu et al. 1996, Vignes and Collingridge 1997, Vignes et al. 1997).

Bylo diskutovano, e redukce synaptické inhibice miZe pfispivat k epileptogennim
acinkdm kainatu (Bleakman and Lodge 1998, Fisher and Alger 1984, Kehl et al. 1984,
Sloviter and Damiano 1981). Recentni studie na hippocampélnich fezech podpotily ilohu
kainatovych receptord pti regulaci excitability neurond v dal3i &asti hippocampu, v CAl
oblasti (Bleakman and Lodge 1998). Z toho bylo vyvozeno, Ze kainatove receptory mohou
hrat vyznamnou roli v patogenezi epileptické aktivity (Bleakman and L.odge 1998, Fisher and
Alger 1984, Lerma 1997, Sloviter and Damiano 1981). Tyto vysledky rovnéz potvrdily
nemalou dlohu kainatovych receptori na epileptogennim piisobeni kainatu po jeho systémové
aplikaci (Bleakman and Lodge 1998).

Je znamo, e glutamatové receptory v mide hraji kli¢ovou ulohu v pfenosu bolestivych
podnétd. Také se zda, Ze se podileji na vyvoji neuronalni plasticity, kterd doprovazi vnimani
bolesti (Bleakman and Lodge 1998, Dray et al. 1994). Kainatové receptory se také podileji
na nocicepci, a to cestou aferentace pres neurony spinélnich ganglif (Bleakman and Lodge
1998, Agrawal and Evans 1986, Huettner 1990) a aktivitou trigeminalnich neurond
(Bleakman and Lodge 1998, Sahara ct al. 1997).

Presynapticka modulagni schopnost na excitatnich a inhibi¢nich synapsich je rovnéz
ptipisovana kainatovym receptorim (Bleakman and Lodge 1998). Byla popsana synapticka
aktivace postsynaptickych kainatovych receptord a ptitomnost presynaptickych kainatovych
receptori slouzicich k regulaci excitatnich a inhibi¢nich synaptickych ptenosi (Chittajallu et
al. 1999).

Objevy v oblasti molekularni biologiec AMPA a kainatovych receptorl a nalezeni
specifickych ligand pfedchazelo dnesnimu chapani role specifickych aminokyselin, peptidi a
podjednotek glutamétovych receptord na synapsich v CNS savci (Bleakman and Lodge

1998).
Vliv hypoxie na neuronélni populace CNS

Hypoxie lze rozdélit podle ptitin vzniku na nékolik typd (Jilek 1966):
1. Hypoxicka hypoxie (anoxické anoxie, vyskova, aerogenni), pfi které je snizen arterialni
pO; a nastavé snizené syceni krve kyslikem (hypoxémie).

2. Anemicka hypoxie. pfi které je arteridlni pO2 sice normalni, ale je sniZeno mnoZstvi
hemoglobinu pfenasejiciho kyslik. Je snizena schopnost krve pendet kyslik z plic ke tkanim

3. Stagnatni (oligemicka, ischemicka) hypoxie, pti které je pritok krve sniZen a do tkani ncn.I
dodavano dostatené mno2stvi Kysliku, pfestoZe jsou pO2 i koncentrace hemoglobinu
normdlni. Je sniZzena nabidka Kysliku tkanim pro poruchu ob&hovou, co? vede také k
omezenému zasobeni Zivinami (glukézou), soudasné je ztizeno odvadéni zplodin pfemény
latek z postizené oblasti. Stagna¢ni ischemie znamen4 ischemii tkani.

4. Histotoxicka hypoxie, pti kter¢ je mnoZstvi kysliku dodavaného tkanim priméfené, ale tim

ze jsou tkang toxicky poSkozeny, nemohou dodany O2 vyuZivat. Je zpuisobena l;lokédm;
oxidoredukénich enzymovych soustav (napft. otrava HCN, CO).

Z hlediska disledki je viak vyznamné déleni h i i i
Trojan 1978a, Mare3 J. a kol. 1985): g ypoxie podic intenzity (Jlek 1966
Hypoxie funkeni, kterd vyvolava slozity soubor reflexnich a humoralnich reakci jez za
daného stavu zajist'uji homeostazu. ’
Hypoxie adaptacni (metabolick4), které se jiz organismus jako celek nedokaze pizpiisobit a
musi se s ni vyrovnat metabolickou pfestavbou na bun&éné urovni.

Hypoxie destrukeni (strukturalni), u které energetick4 pfeména buiiky klesne pod hranici
nezbytnou pro zachovani vnittniho uspotadani Zivé hmoty.

Anoxie, pti niZ aplny nedostatek kysliku ve vnitfnim prosttedi poskozuje v prabéhu &asu
viechny buiiky 'bcz ztetele k jejich vyvojové zralosti a funkénimu zatiZeni.

Moz;k Je na rozdil od ostatnich télnich organd velmi citlivy viiéi nedostatku kysliku
coZ odréazi Jcho vysokou metabolickou potfebu. Atkoliv mozek predstavuje pouze 2,5 %
hmotnos'ti lidskeho téla, jeho metabolicka pfeména ptedstavuje 25% bazalniho mctaboli‘smu
Mozek ;ako celek méa vysokou intenzitu aerobniho metabolismu a ma malou anaerobni
tO!erancl (Necas 1982). Pritok krve mozkem &ini kolem 750 ml za minutu, tj. asi 20%
;n;ut:\lr(ého 'srgcéniho ﬁbjcmu. Pti intenzivni aktivit¢ neurond mize stoupno;xt 52 0 50%

rutok krve je kromé toho nerovnomérné rozlozen: ‘
2 hrmoton bilou (Pectield 19711 $edou hmotou protéka zhruba 5x vice krve
N Hypoxncké poskozeni mozku je jednou z velmi &astych divodi invalidizace a amrti
Kritickym vékem pro vznik takovychto poSkozeni je perinatalni obdobi, presenium a senium ‘

Cetnost vyskytu hypoxickych poskozeni mozku v rdznych vékovych skupinaéh
napovida, 2e vell;y‘ pocet poSkozeni nervového systému touto noxou vznika v obdobi &asné
ontogeneze (Trojan and Stastny 1988, 1989, Berger and Gamier 1999), &asto dokonce
v obdobi prenatalnim (Stembera 1967, Greisen 1992, Longo and Packinath;n 1997). Pozdni
dﬁslccjky ve funkci CNS vyvolané perinatalni hypoxii jsou tak stale v poptedi
experimentalniho zjmu (Tan and Parks 1999, Vanucci 1990, Kmjevic 1999, Johnston 2001
Habpk et al. 2000, Delivoria-Papadoupolos and Mishra 1998, 2000). P<‘>Skozenl mozkt;
vz.n.nklé v df!slcdku intrauterinniho nedostatku kysliku jsou velmi z4vaina (obdobi tzv
l'mt.lcké vyvajove periody), protoZe &asto zasadn& ovliviiuji moZnosti, schopnosti a uplatnéni
Jedince v priibehu dal3iho Zivota (Gross et al. 1989).

o .Cévni mo_zkové ptihoda, tedy inkompletni mozkova ischemie, vede k zavaZné
invalidit€, nutnosti trvalé hospitalizace, v lep$im ptipadé k dlouhodobé pracovni neschopnosti
nemalého pottu pacientd s vyznamnymi ekonomickymi dopady (White et al. 2000).

UspéSna kardiopulmonami resuscitace pacientd s nahlou srdedni zastavou tedy
s komplctni globalni mozkovou ischemii, at’ v nemocnici, &i v terénu vede v 60% pﬂp;dﬁ ke
smrti disledkem rozsahlého poskozeni mozku. Pouze 3-10% resuscitovanych pacientl je
schopno navratu k piivodnimu Zivotnimu stylu (Krause et al. 1986, White et al. 2000). !

Abychom byli schopni redukovat tuto neurologickou morbiditu, musime porozumét
mcchaqnsmf_lm zpisobujicim neuronalni poskozeni a moZnostem jejich napravy, co? by mélo
naznatit klinicky efektivni terapii (White et al. 2000). Zakladni vy'zkum,mechanismﬂ



odpovédi nervového systému na hypoxickou zatéz mize pfispét ke zvyleni uspé&Snosti jak
preventivnich, tak terapeutickych zasahd v Klinické praxi (Volpe 1995. Berger and Garmier
2000, Barber et al. 2001).

Nedostatek kysliku ve tkanich se projevuje celou tadou zmén (zhroucenim
encrgetického metabolismu, acidézou, po3kozenim mitochondrii, aktivaci autolytickych
enzymd, odbourdvanim lipidd apod.). Bun&né struktury jsou v3ak mnohem vice
po¥kozovéany pH reoxygenaci tkdné nez v pribéhu  hypoxie, a to zvydenou produkci
kyslikovych radikald (White et al. 2000).

Pro rdzné biochemické pochody utilizujici molekularni kyslik existuji pravdépodobné
razné _ kritické“ hodnoty pO,, pti nichZ se zatne nedostatek Kysliku projevovat. Pti dosaZeni
kritického pO; zagne na bun&né trovni probihat kaskada biochemickych zmén v souvislosti s
utlumem oxidativni fosforylace (Mourek 1966, 1980, LaManna et al. 1984). Organismus se
sna2i udrzet normalni bun&&né funkce a proto zvy3ené utilizuje ATP (Vannucci et al. 2004).
Hlavnim energetickym zdrojem se stane anaerobni glykolyza, ktera nemize dlouhodobé
pokryt energetickou potfebu, snizuji se energetické fosfatové rezervy - adenosintrifosfat
(ATP) (Jilek et al. 1968, Mourek and Srastny 1979, Harik et al. 1995, LaManna et al. 1996,
Sa Santos et al. 2005, Yapicioglu et al. 2004). PFi snizeni nabidky glukézy mize neuron
metabolizovat i laktat a acetoacetat (Drahota et al. 1965, Takata et al. 2004).

SniZeni energetickych rezerv ma za nasledek poruchu funkce membranovych
iontovych kanald a intracelularni hromadeni Na*, Ca®, CI' a vody (cytotoxicky edém)
(Martinez-Sanchez et al. 2004, Kozler et al. 2002). Extracelulamé se zvySuje mnoZstvi K"
Tyto procesy maji za nasledek depolarizaci membrany (Mishra and Delivoria-Papadoupolos
1988, Graham et al. 1993). Pti depolarizaci se také uvolfiuje glutamat z axonalnich zakonéeni,
coZ mimo jiné zpusobi otevfeni kanald fizenych glutaméatovymi receptory. Ca®* masivné
vstupuje do bunék, kde se vyrazné zvySuje jeho obsah (Juurling 1997, Lee et al. 2000,
Koroleva and Vinogradova 2000, Gray et al. 2005).

Vysoka intracelularni hladina Ca®* aktivuje kalpain, mediator proteolytické degradace
cytoskeletarnich proteind, ktery vyvoldva zménu iniciace translaénich mechanismd, coZ
vyrazné tlumi proteosyntézu. Na poskozeni membrany se rovnéz podili kaplainem iniciovana
aktivace kaspazy, ktera zasahuje do procesu apoptézy, coZ je naprogramovany fyziologicky
proces smrti probihajici v buiikach (Lee et al. 1998, Lipton 1999, White et al. 2000).

Behem hypoxie se aktivuji i daldi enzymatické pochody. ZvySena hiadina
intracelularniho Ca®* aktivuje protedzy, lipazy a nukleazy, které se podileji na poSkozeni
bunééné integrity (Verma 2001). Vyznamné je pasobeni fosfolipizy, ktera zpdsobuje
deesterifikaci membranovych fosfolipidd a uvolnéni volnych mastnych kyselin (Lipton 1999).
Z uvolnénych fosfolipidd se tvoti kyselina arachidonova (McGowan et al. 1994, Vanucci and
Perlman 1997), kterd vyvolava invazi neutrofild. Aktivované leukocyty produkuji fadu
proteolytickych enzyma, ovliviujicich permeabilitu kapilar. Vysledkem je edém mozku
Arachnoidat také zpasobuje hromadéni volnych kyslikovych radikala (Mishra and Delivoria-
Papadoupolos 1999, White et al. 2000, Tan et al. 1998, Monje et al. 2000), které vznikaji pti
redukenich procesech v mitochondriich (McCord 1985, Tan et al. 1998). Dochazi k
peroxidaci membranovych lipidd (Siesjo 1981, Mishra and Delivoria-Papadoupolos 1989,
Halliwell and Chirico 1993, Kalytka et al. 1995, Surai et al. 1999), coZ naruduje integritu
buné&né membrany. Uginky volnych radikald jsou rovnéz hlavnim mechanismem bunééného
poskozeni pti reperfuzi (Vanucci and Perlman 1997). Béhem ischemického inzultu je
aktivovana NO syntaza (NOS) (Dorrepaal et al. 1997, Pichiule et al. 1998), produkujici
prebytek oxidu dusnatého, ktery je neurotoxicky (Verma 2001, Rodrigo et al. 2004).

Popsané procesy kolapsu celulami energetické pfemény, pisobeni kyslikovych
radikald, peroxidace lipidd, nahromadéni Ca’* intracelularng (Hedrick et al. 2005),
neurotoxicita oxidu dusnatého (NO) a acidéza vyusti ve ztratu membranové integrity,

progresivni.proteoly'zu a v poskozeni uspofadani struktury buiiky s neschopnosti kontroly a
obrany proti témto procesim (Lee et al. 1998, Lipton 1999, Hagberg et al. 2004. White et al
2000).

Cil prace - pracovni hypotéza

Cilem prace bylo posoudit moZny vliv excitotoxicky puasobiciho jednorazove
systémov€ aplikovaného kaindtu, vliv dlouhodobé opakované hypoxie pusobici
v perinatalnim obdobi (obdobi tzv. kritické vyvojové periody) a zejména kombinaci obou
téchto nox na oxid dusnaty produkujici neuronalni populace v hippocampu a v primarnim
sluchovém kortexu u rdzné starych laboratornich potkan.

Predpokladali jsme. Ze perinatalné pasobici hypoxie vyvola ve sledovanych oblastech
CNS mlad'at zm&ny poétu neurond produkujicich oxid dusnaty ve smyslu jejich zvyleni, coZ
by. poukézalo na re_akci na poskozeni téchto oblasti dlouhodobou hypoxii, a ze apli,kace
kainatu tyto zmény jest€ prohloubi. U dospélych potkand byl naopak oekavan ubytek poétu
sledoyanYch neurond jako vysledek hypoxického a excitotoxického postiZeni nastartovaného
v perinatalnim obdobi.

Hypotéza 1: hypoxie vyvol4 u mlad'at zvy3eni podtu nitrergnich neurond

Hypotéza 2: kainat vyvola u mlad'at zvy3eni po&tu nitrergnich neurond

Hypoté_za 3: hypoxie v kombinaci s kainatem vyvold u mladat jeyt& vyznamnégj$i zvyseni
poétu nitrergnich neurond

Hypotéza 4: hypoxie vyvola u dospélych zvifat sniZeni poétu nitrergnich neurond

Hypotéza 5: kainat vyvola u dospélych zvifat sniZeni poétu nitrergnich neurond

Hypotéza 6: hypoxie v kombinaci s kainatem vyvola u dospélych zvifat j y )
; y fat
sniZeni potu nitrergnich neurond P o JESE vyznamnet

Metodika - statistika

Experimentalnimi zvifaty byli samci laboratorniho potkana kmene Wistar vlastniho
chov.u. K vyyoléni hypoxie jsme pouzivali barokomoru o kapacité 370 1. Tlak byl sniZzovan
specialni olejovou rotaéni vyvévou. Pokles tlaku vzduchu uvnitf barokomory byl prab&zné
méfen leteckym vySkomérem. Rychlost snizovani tiaku byla 1000 m3/s. Ve vnitfnim prostfedi
barokomory byla udrzovana konstatni teplota 24°C a vihkost 60%. Tlak v komofe byl 41,04
kPa, pO2 8,58 kPa. B&hem experimentu byla komora kontinualné vétrana rychlosti 848 I/hi)d
Kpnslanlni slozeni  atmosféry bylo prabézné  kontrolovano Schoulendovy"n;
mlkrognaly?alorem (N2 78%, 02 21%, CO2 0,035%). Zvifata byla umisténa do komory
v plastikovych akvériich. Aby byly zachovany standartni podminky chovu, byla mlad'ata
umisténa s 1 matkou vzdy v pottu 10. Od 2. do 17. (s vynechanim 7.. 8., 14. ; 15.) dne véku
byl.a mlad'ata spolené smatkou vystavena vlivu hypoxie v hypobarické komote
v snmultl);agé nadmofské vysce 7000 m po dobu 8 hodin denné.

. den véku, tedy v prabéhu pasobent hypoxie, respektive 18.den vek
skongeni pasobeni hypoxie, byl zvitatdm jednorazove i.p. a‘;))likovén kainat (2,:,1:::/{(;) dJe:dﬁ:
se o subletalni davku, odpovédnou za parcislni zachvaty s komplexni symploma.lologif
(VeliSkova et al. 1988), ktera umoziuje mlad'atdim dostateéné dlouhé pleziti
K experimentdm bylo pouZito 20 skupin zvitat: '



22-dennf zviFata s kaindtem aplikovanym 18. den v€ku:

1. Zvitata vystavena hypoxii 2.-17. den véku

2. Zvitata vystavena hypoxii 2.-17. den v&ku, kterym byl 18. den véku aplikovén kainat
3. Zvitata nevystavena hypoxii

4. Zvitata nevystavena hypoxii, kterym byl 18. den v&ku aplikovan kainat

90-denni zviFata s kaindtem aplikovanym 18. den véku:

5. Zvirata vystavena hypoxii 2.-17. den véku

6. Zvitata vystavena hypoxii 2.-17. den v&ku, kterym byl 18. den v&ku aplikovan kainat
7. Zvitata nevystavena hypoxii

8. Zvitata nevystavena hypoxii, kterym byl 18. den v&ku aplikovén kainat

365-denni zvifata s kainatem aplikovanym 18. den véku:

9. Zvitata vystavena hypoxii 2.-17. den v&€ku

10. Zvitata vystavena hypoxii 2.-17. den v&ku, kterym byl 18. den véku aplikovan kainat
11. Zvitata nevystavena hypoxii

12. Zvitata nevystavena hypoxii, kterym byl 18. den v&ku aplikovan kainat

22-dennf zvifata s kaindtem aplikovanym 12. den v&€ku:

13. Zvitata vystavena hypoxii 2.-17. den v&ku

14. Zvitata vystavena hypoxii 2.-17. den v&ku, kterym byl 12. den v&ku aplikovan kainat
15. Zvitata nevystavena hypoxii

16. Zvitata nevystavena hypoxii, kterym byl 12. den v&ku aplikovan kainat

90-denni zvifata s kainitem aplikovanym 12. den véku:

17. Zvitata vystavena hypoxii 2.-17. den véku

18. Zvitata vystavena hypoxii 2.-17. den v&ku, kterym byl 12. den v&ku aplikovan kainat
19. Zvitata nevystavena hypoxii

20. Zvitata nevystavena hypoxii, kterym byl 12. den v&ku aplikovén kainat

V priméru 60% zvitat ptezilo | rok. V kazdé experimentalni skuping byly hodnoceny

mozky 2 zvitat.
Ve véku 22, 90, popt. 365 dni byla mladata, respektive dosp&ld zvitata v hluboké
thiopentalové nark6ze transkardidlné perfundovéna 4% paraformaldehydem v 0,1 M
fosfatovém pufru o pH 7,4. Mozky byly vyjmuty z kalvy a po | hodinové postfixaci ve 4%
pufrovaném neutralnim paraformaldehydu byly prosyceny 20% roztokem sacharézy, coz
zajisti kryoprotekci.

Po nakrajeni 40 pm tlustych transverzélnich fezl na kryostatu byly tyto tezy
inkubovéany v 0,1 M fosfatovém pufru obsahujicim 0,5 mg/ml B-NADPH reduktazy (Sigma),
0,2 mg/ml Nitro blue tetrazolium (NBT, Sigma) a 0,3% Triton po 4 hodiny pti 37°C
v termostatu. Po této reakci byly fezy ponoteny do 0,1 M fosfatového pufru a uchovény pti
8°C po dobu 16 hodin. Po histochemické reakci byly fezy umistény na ptedist€éna podlozni
skla Microscope Slides (Menzel-Glaser), potazena 0,5% Zelatinou, usuSeny a plekryty
krycimi skly Microscope Cover Glasses (Menzel-Glaser) za pouziti D.P.X. Neutral Mounting
Medium (Aldrich) (Wang et al. 2001).

Poté byly NADPH-d pozitivni neurony kvantifikovany vjednotlivych oblastech
hippocampu a v primarnfm sluchovém kortexu:

. v CAl oblasti hippocampu
. v CA3 oblasti hippocampu
. v hilu gyrus dentatus
. v dorzélnim listu gyrus dentatus
. ve ventralnim listu gyrus dentatus
. v primarnim sluchovém kortexu TE1 - temporalni oblast 1 (Schober 1986)
Kvantifikace NADPH-d pozitivnich neuronii byla provedena za pouziti svételného
mikroskopu (Olympus Provis AX 70). U kazdého zvitete bylo hodnoceno 25-30 tezi.
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Statistické hodnoceni

Vramer statistického zpracovani jsme siedovali rozdily hodnot u kontrolnich a
expenimentalnich skupin. Ke statistickému vyhodnocovini sledovanych parametri byl pouzit
program GrafPadPrism 2.01, analyza rozptylu One Way Anova a k porovnani rozdilného
poltu neurond nepérovy t-test. Hladina vyznamnosti byla stanovena na 5%. K zobrazeni
vysledki jsme pouzili grafické znazornén{ programem Prisma .

Vysledky
22-denni zvifata s kaindtem aplikovanym 18. den v&ku:

U mladat opakovana hypobaricka hypoxie zvysi iti
. y3ila potet NADPH-d pozitivnich
neurond v hilu, CAl, CA3_ oblastech hippocampu a v primarnim sluchové:l kortexu
v porovnanf{ s kontrolni skupinou. V dorzalnim a ventralnim listu gyrus dentatus nebyl
rozdily oproti kontrolni skuping signifikantni. Y
Kainat aplikovany normoxickym zvitatim zvysi iti
_ ysil potet NADPH-d pozitivnich
neuront v hilu, CAl, C{\B oblastech hippocampu a v primarnim sluchovér: kortexu
V dorzalnim a ven.lrélnlm !lstu gyrus dentatus nebyly zmény pozorovany. ‘
Naopgk kainat aplikovany hypoxickym zvitatim snizil potet NADPH-d pozitivnich
ncul.'O.nI:l v hilu, dorzalnl.m a ventrdlnim listu gyrus dentatus a zvysil potet NADPH-d
pozitivnich neurond v primarnim sluchovém kortexu. V CAl a CA3 oblastech hippocampu
nebyly 2adné zmeény pozorovany (Obr. 1).
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Obr. 1. Pocet NADPH-d. pozitivnich neuronit v oblastech CAl a CA3 hippocampu, v hilu,
dor=dlnim a ventrdlnim listu gyrus dentatus a v primdtnim sluchovém kortexu u 22-dennich
zviFat s kaindtem aplikovanym 18. den véku
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90-dennf zvifata s kaindtem aplikovanym 18. den v&ku:

U 90-dgnm'ch zvitat dlouhodobd intermitentni perinatalni hypoxie snizila pocet
NADPH-d pozitivnich neuroni v CA1 a CA3 oblastech hippocampu v porovnani s kontrolni
skupinou. V hilu, dorzalnim a ventrdlnim listu gyrus dentatus a v primarnim sluchovém
kortexu nebyly rozdily oproti kontrolam signifikantni.

Kainat aplikovany normoxickym zvifatim také sniZil potet NADPH-d pozitivnich
neuronil v CA1 a CA3 oblastech hippocampu a v primarnim sluchovém kortexu, zvy3il poget
NADPH-d pozitivnich neuronii ve ventralnim listu gyrus dentatus a nezpiisobil 2adné zmen
v hilu a dorzalnim listu gyrus dentatus. Y

Kainat aplikovany hypoxickym zvifatim rovn&Z snizil potet NADPH-d pozitivnich
neuroni v CAl a CA3 oblastech hippocampu, v hilu a ve ventralnim listu gyrus dentatus
Rozdil v porovnani s kontrolni skupinou nebyl signifikantni v dorzalnim listu gyrus dentatus 5
v primarnim sluchovém kortexu (Obr. 2).
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Obr. 3. Pocet NADPH-d pozitivnich neuroni v oblastech CAl a CA3 hippocampu, v hilu,
dorzalnim a ventralnim listu gyrus dentatus a v primdtnim sluchovém kortexu u 365-dennich

vifat s kaindtem aplikovanym 18. den véku
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22-dennf zvifata s kaindtem aplikovanym 12. den v&ku:

U mlad’at opakovana hypobarickd hypoxie zvysila pofet NADPIHI-d pozitivnich
neuront v CAl, CA3 oblastech hippocampu, v hilu, dorzalnim a ventralnim listu gyrus
dentatus a v primarnim sluchovém kortexu v porovnani s kontrolni skupinou.

Kainat aplikovany normoxickym zvitatim sniZil pocet NADPH-d pozitivnich neuronit
ve viech sledovanych oblastech hippocampu a v primarnim sluchovém kortexu

Kainat aplikovany hypoxickym zvitatim rovn&Z snizil potet NADPH-d pozitivnich
neuronil ve v3ech sledovanych oblastech hippocampu a v primarnim sluchovém kortexu (Obr.
4).
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Obr. 4. Podet NADPH-d pozitivnich neuronti v oblastech CAl a CA3 hippocampu, v hilu,

dor=éinim a ventrainim listu gyrus dentatus a v primdtnim sluchovém kortexu u 22-dennich

cvifat s kaindtem aplikovanym 12. den véku
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90-denni zvifata s kaindtem aplikovanym 12. den v&€ku:

U dospelych zvitat dlouhodoba intermitentni perinatalni hypoxic snizila potet
NADPH-d pozitivnich ncuronti v CA1 a CA3 oblastech hippocampu v porovnani s kontrolni
skupinou. V hilu, dorzalnim a ventralnim listu gyrus dentatus a v primarnim sluchovém
kortexu nebyly rozdily oproti kontrolam signifikantni.

Kainat aplikovany normoxickym zvitatim také snizil potet NADPH-d pozitivnich
neuroni ve viech sledovanych oblastech hippocampu a v primarnim sluchovém kortexu

Kainat aplikovany hypoxickym zvitatim rovnéZ snizil potet NADPH-d pozitivnich
neurond v CAl a CA3 oblastech hippocampu, v hilu, v dorzalnim a ventralnim listu gyrus
dentatus a v primarnim sluchovém kortexu (Obr. 5).
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Obr. 5. Pocet NADPH-d pozitivnich neuront v oblastech CAl a CA3 hippocampu. v hilu:
dor=dinim a ventrdinim listu gyrus dentatus a v primdtnim sluchovém kortexu u 90-dennich
vifat s kaindtem aplikovanym 12. den véku

22

Souhrnni diskuse

Opakovana expozice hypoxii pfedstavuje pro vyvijejici se organismus komplexni
stimul zpisobujici retardaci somatického vyvoje, zmény v cirkulaci a dalSich systémech,
zahrnujici alteraci mozkové struktury a funkce (l.angmeier and Mare3ova 2005, Rubaj et al
2003, Trojan 1978, Vannucci et al. 2001).

Pti hypoxii dochazf k ubytku energetickych fosfatovych rezerv, depolarizaci,
proteolyze a ztraté integrity buné&né membrany, vede k stimulaci produkce oxidu dusnatého
(NO) vzhledem k ptedpokladanému vlivu na genovou expresi nitric oxid syntazy (NOS).
Postischemicka reperfuze zpisobuje inhibici syntézy proteind na trovni iniciace translace,
syntézu NO a peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin zapti¢in&nou volnymf radikaly,
které zpisobuji poSkozeni membranovych lipidd (White et al. 2000). Stimulace syntézy NO
by mohla vysvétlovat zvySeni pottu NADPH-d pozitivnich neurond v nékterych oblastech
hippocampu a v primarnim sluchovém kortexu u mlad'at laboratornich zvitat vystavenych
hypoxii (Benc3ova et al. 2004).

U 22-dennich mlad'at zvySila opakovana hypobarickd hypoxic potet NADPH-d
pozitivnich neurondt v hilu, CAl, CA3 oblastech hippocampu a v primarnim sluchovém
kortexu v porovnani s kontrolni skupinou. V dorzalnim a ventralnim listu gyrus dentatus
nebyly rozdily oproti kontrolni skuping signifikantni. Hypotéza 1, tedy zvy3eni poltu
nitrergnich neurond u mlad‘at nasledkem hypoxie, byla potvrzena.

Dlouhodoba intermitentni perinatalni hypoxie sniZila potet NADPH-d pozitivnich
neurond ve viech sledovanych oblastech hippocampu u ro&nich dospé&lych zvitat, ktera byla
béhem perinatélniho obdobi vystavena vlivu hypoxie (BeneSova et al. 2005).

Stejny efekt byl pozorovan v CAl a CA3 oblastech hippocampu u 90-dennich
laboratornich potkanid (Bene3ova et al. 2004). U téchto zvifat dlouhodoba intermitentni
perinatalni hypoxie sniZila potet NADPH-d pozitivnich neurond v CAl a CA3 oblastech
hippocampu v porovnani s kontrolni skupinou. V hilu, dorzalnim a ventralnim listu gyrus
dentatus a v primarnim sluchovém kortexu nebyly rozdily oproti kontrolam signifikantni.
Hypotéza 4, tedy sniZzeni poctu nitrergnich neurond u dospélych zvitat nasledkem hypoxie,
byla potvrzena.

Je prokazano, Zze béhem hypoxie dochazi ke ztraté energeticky bohatych makroergnich
fosfatovych vazeb, depolarizaci, proteolyze, poSkozeni membranovych lipidd, zpisobeného
ptedeviim lipolyzou, a ke ztrat¢ integrity bun&&né membrany (White et al. 2000).

Postischemické snizeni proteosyntézy, které by mohlo vysvétlit ibytek neurond, bylo
popsano v Cetnych studiich zabyvajicich se touto tématikou (Kleihues and Hossmann 1971,
White et al. 2000). Je evidentni, Ze genova translace v postischemicky poskozeném mozku
neni regionaln& homogenni. V mozkové kufe, v hippocampalni oblasti CAl, v hilu a caudatu
dochazi k t&zké a prolongované supresi proteosyntézy, zatimco hippocampalni gyrus dentatus
a struktury mozkového kmene jjsou poSkozeny v men3i mife (Araki et al. 1990, Bodsch et al.
1985, Bodsch et al. 1986, Thilmann et al. 1986, White et al. 2000, Widmann et al. 1991,
Yoshidomi et al. 1989). Oblast CAl je nejnachylngjsi k ibytku neuronil nasledkem ischemie
(Pulsinelli et al. 1982, White et al. 2000), nedolo zde k obnoveni proteosyntézy, coz by
mohlo nasvédtovat tomu, Ze dlouhodoby deficit v postischemické proteosyntéze koreluje se
selektivni vulnerabilitou (White et al. 2000).

Rada studii prokazala, z¢ NADPH-d muze korespondovat sNOS, proto se
ptedpoklada, Zze neurony obsahujici NADPH-d jsou schopny produkovat NO (Bredt et al.
1991, Dawson et al. 1991, Hope et al. 1991, Wang et al. 2001).

NO je produkovén z L-argininu NOS. Jsou znamy tfi rizné formy tohoto enzymu
(Griffith and Stuehr 1995, Kiss 2000), endotelialni (eNOS), ovliviiujici zejména prisvit cév,
inducibilni (iNOS), detekovana v makrofazich a puisobici v imunologickych dgjich a
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neurondlni (nNOS). Pfestoze v CNS se mohou nachazet viechny zminéné formy tohoto
enzymu, specifické deje pti neurotransmisi jsou ptipisovany pravé NO produkovanému nNOS
lokalizovanou v neuronech. S '

Neuronalni NOS je konstitutivni enzym, jeho produkce je plipisovana lnlerneuropﬁm.
I'vorba NO je calmodulin-dependentni, coZ znamena, Ze ji 'musi pl‘edchézz‘ct' zvyseni
intracelularni koncentrace Ca®' (Griffith and Stuehr 1995, Kiss 2000). Ca u}ﬂux je
indukovén aktivaci glutamatovych receptord, ptedeviim NMDA receptori (Garthwaite et al
1989 a, b, Garthwaite and Boulton 1995, Prast and Philippu 2000, Wood et al. 1990).

Reaktivita NADPH-d byla detekovana v riznych oblastech nervového systému savcll
veetné potkand (Bredt et al. 1991, Mizukawa et al. 1989, Nor'd 1967, Wang et gl. 2001).
Koexistence reaktivity NADPH-d s reaktivitou neurotransmiterd a neuropeptidd byla
demonstrovana v fadé neuronalnich populaci (Spike et al. 1993, Valtschanoff et al. 1992,
Valtschanoff et al. 1993, Valtschanoff et al. 1995, Vincent and Johansson 1983, Wang et al.
2001). '

Metoda, pouzivana k demonstraci nitrergnich elementd v mozku, je zaloZzena na
histochemické reakci na NADPH-d (Moreno et al. 2002, Thomas and Pearse 1964).
Nejdilezitéjsim a nejatraktivnéjdim divodem zajmu neuroanatomi byla skute¢nost, Ze
NADPH-d byla identifikovana jako marker NOS (Hope et al. 1991, Morgno et al. 2002).
Relativng jednoducha histochemick4 technika na NADPH-d byl'a diroce pouzivana
k identifikaci NO produkujicich elementd v mozku zéstupcd v3ech skupin obratloved (Alonso
et al. 1995, Alonso et al. 2000, Arévalo et al. 1995, Bruning 1993, Luebke et al. 1992,
Moreno et al. 2002, Munoz et al. 1996, Panzica et al. 1994, Smeets et al.' 19?7). ' '

S rozvojem  protilatek proti NOS vyuzivaly mnohé sludle' imunohistochemie
k charakterizovani nitrergnich systémi v CNS (Bruning et al. 1995, Bruning and Mayer 1996,
Egberongbe et al. 1994, Gonzélez et al. 1996, Holmgqvist et al. 1994, Moreno et al. 2002,
Rodrigo et al. 1994, Satoh et al. 1995, Smeets et al. 1997). By!o opakovan¢ dokazano, Ze
aktivita NADPH-d a imunoreaktivita NOS je v urditych skupinach neurond v nervovém
systému 3iroce kolokalizovana (Bredt et al. 1991, Brinon et al. 1998, Hope et al. !991,
Kishimoto et al. 1993, Kugler and Drenckhahn 1996, Moreno et al. 2002). Ptesna spuvnslpst
mezi barvenim ziskanym ob&ma uvedenymi postupy byla zjiSténa vvobllaslech sichovych
receptori a jejich projekci (Brinon et al. 1998, Hope et al. 1991, Kishimoto et al. 1993,
Kulkami et al. 1994, Moreno et al. 2002, Spessert and Layers 1994, Werugga et al. 1998),
v buitkach mozkové kiry (Kharazia et al. 1994, Moreno et al. 2002, Sobreviela and Mufson

1995) a u neuronalnich populaci michy (Moreno et al. 2002, Vizzard ct al. |9?5).

Kain4t pravdépodobné zpiisobuje zvyseni produkce NO vazbou na kamétoy@ rece’ptor)'l
(subpopulaci non-NMDA receptordl) (Montecot et al. 1997), coZ mohlo zapr(clnll zvySeny
potet NADPH-d pozitivnich neurond v hilu, CAl a CA3 oblastech hlppocampu a
v primarnim sluchovém kortexu u 22-dennich laboratornich zvitat, ktera byla v 118. dni véku
podrobena pisobeni kainatu (Benelova et al. 2094). Hypotéza 2, tedy zvy3eni poctu
nitrergnich neurond u mlad'at nasledkem pisobeni kainétu, byla potvneng.

Pisobeni kainatu bylo studovéno ve dvou odlisnych &astech _hlppoca_mpu: v gyrus
dentatus a v oblastech Cornu Amonis (CA). Granuléarni bufiky tvoli nejvy'l'_aznéjs'i neu_ronéln(
vrstvu gyrus dentatus. Polymorfni vrstva gyrus dentatus (poplsované také Jgko hilus) Je'daISi
&asto zmifiovanou lokalitou ve vztahu ke zménam nasledujicim pﬁ'sobeni kainatu. Pyraml'dové
buitky CA3 oblasti patti k nejcitliv&jsim neuronim k pusobeni kaintu v mozku (Ben-Ari and
Cossart 2000, Franck 1984), kainat na n& pisobi excitatné (Bleakman and Lodge 1998,
Robinson and Deadwyler 1981, Westbrook and Lothman 1983). ’

KA je velmi dilezitou latkou pouzivanou k vyzkumu mnoha genqmovych odpovédi
mozku, vzhledem ktomu, Ze vytvati spojnici mezi ptechodnou aktivitou zachvatd a

dlouhodobymi zmeénami v neurondlni struktufe a funkci jednotlivych oblasti mozku
(Zagulska-Szymczak et al. 2000).

Perinatélni i.p. aplikace KA (18. den véku) zpisobila snizeni podtu NADPH-d
pozitivnich neurond ve v3ech sledovanych oblastech hippocampu u ro&nich potkanu
(BeneSova et al. 2005). Obdobné zmény byly pozorovany i u 90-dennich zvitat. a to v CAl a
CA3 oblasti hippocampu a v primarnim sluchovém kortexu (BeneSov4 et al. 2004). Hypotéza
5, tedy sniZeni pottu nitrergnich neurond u dospélych zvitat nasledkem pisobeni kaintu,
byla potvrzena. Kainit, aplikovany 12. den veku mladat rovnéz zpusobil sniZeni po&tu
NADPH-d pozitivnich neurond v CAl a CA3 oblastech hippocampu, v hilu, dorzalnim a
ventrélnim listu gyrus dentatus a v primarnim sluchovém kortexu.

JakoZto excitotoxin CNS savcd indukuje kainat neuronalni buné&nou smrt (Akhlaq et
al. 2001, Sperk et al. 1983, Zagulska-Szymczak et al. 2000) apoptézou i nekrézou (Akhlaq et
al. 2001, Filipkowski et al. 1994, Pollard et al. 1994, Simonian et al. 1997). Je zfejmé, ze
prolongované zachvaty mohou vést k ireverzibilnimu po3kozeni mozku, a to ob&éma zplsoby
bungéné smrti, nekrézou i apoptézou, co? bylo popsano jako nasledek zAchvatové aktivity
(Langmeier et al. 2003). Intraperitonealni aplikace KA zpisobuje smrt neurond v oblastech
CA1 aCA3 (Sperk et al. 1983, Zagulska-Szymczak et al. 2000).

Na druhé stran&, gyrus dentatus je pomérng odolny k neurodegeneraci zpisobené
kaindtem (Sperk 1994, Zagulska-Szymczak et al. 2000), coZ nale vysledky také potvrzuji
(Bene3ova et al. 2004). Potet NADPH-d pozitivnich neurond v dorzalnim a ventralnim list&
gyrus dentatus poklesl po perinatalni aplikaci KA, ale tyto zmény nebyly tak zfejmé jako
v oblastech CA1 a CA3 (Bene3ova et al. 2005).

Buné&¢né déje zpisobené aplikaci KA zahrnuji: excesivni neuronalni vybaje vedouci
k zachvatim, ztratu neurond, neuronalni plasticitu a reaktivaci glie (Kaminska et al. 1997,
Zagulska-Szymczak et al. 2000).

Nase vysledky, tedy ubytek po&tu neurond, by mohly sv&dgit pro poskozeni t&chto
oblasti na hypoxickém, popt. toxickém podkladé v zavislosti na rozdilné citlivosti danych
lokalit k uvedenym noxam (BeneSova et al. 2004, Bene3ova et al. 2005). NADPH-d pozitivni
neurony pfedstavuji pravdépodobn interneurony. Divod jejich ubytku mize byt také dan
zménami v genové expresi. Intenzita barvy neurond rovn&Z neni identickA ve viech
sledovanych oblastech. Neurony CA3 oblasti jsou intenzivngji nabarvené ve srovnéni
s neurony v oblasti CA1.

Dlouhodobé opakovana hypoxie v kombinaci s aplikaci kainatu 18. den véku vedla
k sniZeni pottu NADPH-d pozitivnich neurond v hilu, v dorzalnim a ventralnim listu gyrus
dentatus u 22-dennich mlad'at a v CA1 a CA3 oblastech hippocampu, v hilu a ve ventralnim
listu gyrus dentatus u 90-dennich zvitat (BeneSova et al. 2004). SniZeni pottu NADPH-d
pozitivnich neurond bylo rovnéz pozorovano ve viech sledovanych oblastech hippocampu
av primarnim sluchovém kortexu u 22-dennich mlad’at i u 90-dennich dospélych potkani,
kterym byl kainat i.p. aplikovan 12. den v&ku, tedy v priabhu pisobeni dlouhodobé
opakované perinatalni hypoxic (BeneSova et al. 2005). Tyto vysledky by mohly svédeit pro
skute¢nost, Ze hypoxie rovn&Z snizuje denzitu kainatovych receptord, coz miZe nepfimo
ptispivat k nizké produkci NO nasledujici aplikaci kainatu, To by mohlo vést k redukci
poskozeni nékterych neuronalnich subpopulaci zpiisobeného dlouhodobou intermitentni
hypoxii (Jones et al. 1998). Hypotéza 3, tedy zvy3eni poctu nitrergnich neurond u mlad'at
nasledkem hypoxie v kombinaci s piisobenim kainatu, nebyla potvrzena.

Na druh¢ strang, dlouhodob4 opakovana perinatalni hypoxie a kainat aplikovany i.p.
18. den vEku vedly u rotnich zvitat ke zvySeni pottu NADPH-d pozitivnich neurond
v nekterych sledovanych oblastech centralniho nervového systému - v dorzélnim listu gyrus
dentatus a v primarnim sluchovém kortexu (Bene3ova et al. 2005). Rozdilnou odpovéd’ gyrus
dentatus je moZné podpofit vysledky ostatnich autord. Kyselina domoova, ktera je
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strukturdlné podobna kainatu, rovnéz zplsobuje neuronéini excitaci. Léze v hippocampu,
zapfitinéné touto latkou, byly ohranieny na oblasti CA1 a CA3 hippocampu a na hilus gyrus
dentatus, zatimco granularni bufiky gyrus dentatus byly od zminéného poskozeni usetfeny
(Ananth et al. 2003). Odlisnd odpovéd primarniho sluchového kortexu by mohla byt
vysvétlena chyb&nim kainatovych receptord v této oblasti. Hypotéza 6, tedy sniZeni pottu
nitrergnich neurond u dospélych zvifat nasledkem hypoxie v kombinaci s pisobenim kainatu,
nebyla potvrzena.

Nase nalezy také sv&d&i pro to, Ze hypoxie mize indukovat zvyseni exprese nNOS,
coz by mohlo ptispivat k neuronalni integraci, jakoZto odpovédi na rozdilné fyziologické
naroky pfi hypoxickém stresu. Faktory, jako hypoxie, které zvy3uji uvolfiovani glutamatu
z presynaptickych aferentnich zakongeni pravdépodobn& aktivuji produkci NO cestou
mechanismi pisobicich na NMDA receptory. V nedavné dob& byla pozorovana hypoxii
indukovana aktivace genové exprese NOS v neuronech centralniho i periferniho nervového
systému (Chang et al. 2003).

Souhrn

Stanovenim NADPH-d pozitivnich neuroni jsme testovali vliv i.p. podaného kainatu,
hypoxie a kombinace obou téchto faktord na neurony hippocampu a primarniho sluchového
kortexu u samci laboratorniho potkana kmene Wistar.

Kainat byl aplikovan 12-dennim, resp. 18-dennim mlad’atim, vystavenym dlouhodobé
opakované hypoxii v hypobarické komofe (8 hodin denné) v dobé od 2. do 17.dne véku. Ve
véku 22, 90 a 365 dni byla zvifata vhluboké thiopentalové narkéze transkardialng
perfundovana 4% paraformaldehydem. Na kryostatu nakrajené fezy byly obarveny na prikaz
NADPH-d pozitivnich neurond, které byly kvantifikovany v CAl a CA3 oblastech
hippocampu, v hilu, v dorzalnim a ventralnim listu gyrus dentatus a v primarnim sluchovém
kortexu.

U 22-dennich zvifat s kainatem aplikovanym 18. den v&ku hypoxie i kainat zvy3ily
potet NADPH-d pozitivnich neurond v hilu, CA1, CA3 oblastech hippocampu a v primarnim
sluchovém kortexu. Naproti tomu kainat, aplikovany hypoxickym zvifatdm sniZil poZet
NADPH-d pozitivnich neuroni v gyrus dentatus.

U 90-dennich zvifat s kainitem aplikovanym 18. den v&ku hypoxie a Kainat
aplikovany normoxickym i hypoxickym potkandm snizily potet NADPH-d pozitivnich
neurond v CA1 a CA3 oblastech hippocampu.

U 365-dennich zvifat s kainitem aplikovanym 18. den veku hypoxie a kainat
aplikovany normoxickym zvifatdm snizily potet NADPH-d pozitivnich neurond ve viech
sledovanych oblastech hippocampu. Naproti tomu kainat, aplikovany hypoxickym zvifatim
zvysil potet NADPH-d pozitivnich neurond v dorzalnim listu gyrus dentatus a v primarnim
sluchovém kortexu.

U 22-dennich zvifat s kaintem aplikovanym 12. den v&ku hypoxie zvysila a kainat
aplikovany normoxickym i hypoxickym zvifatdm snizil potet NADPH-d pozitivnich neurond
ve viech sledovanych oblastech hippocampu a v primamim sluchovém kortexu.

U 90-dennich zvitat s kainatem aplikovanym 12. den v&ku hypoxie snizila pocet
NADPH-d pozitivnich neurond v CAl a CA3 oblastech hippocampu. Kainat aplikovany
normoxickym i hypoxickym zvitatdm snizil potet NADPH-d pozitivnich neurond ve viech
sledovanych oblastech hippocampu a v primarnim sluchovém kortexu.
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Summary

. Using histochemical analysis (NADPH-diaphorase) we have been investigating the
influence of intraperitoneal administration of kainic acid, hypoxia and combination of both
these factors on neurons of the hippocampus and on the primary auditory cortex in male rats
of the Wistar strain.

Kainic acid was administered to 12-day-old and 18-day-old animals, which were
exposed to long-lasting repeated hypoxia from the 2nd till the 17th day of age in a hypobaric
chamber .(for 8 hours a day). At the age of 22, 90 and 365 days, the animals were
transcardially perfused with 4% paraformaldehyde under deep thiopental anesthesia.
Cryos}alc sections were stained to identify NADPH-d positive neurons that were then
quantified in CA1 and CA3 areas of the hippocampus, in the hilus, dorsal and ventral blade of
the dentate gyrus and in the primary auditory cortex.

o ln.22-day-old animals with kainic acid administered 18th day of life both hypoxia and
kainic acid increased the number of NADPH-d positive neurons in the hilus, CA1 and CA3
areas of the hippocampus and in the primary auditory cortex. On the contrary, kainic acid
given to the hypoxic animals lowered the number of NADPH-d positive neurons in the
dentate gyrus.

o ln‘ 907day-old animals with kainic acid administered 18th day of life hypoxia and
kan}lf: acid given to both, normoxic and hypoxic animals lowered the number of NADPH-d
positive neurons in CA1 and CA3 areas of the hippocampus.

.ll.l 365-day-old animals with kainic acid administered 18th day of life both, hypoxia
?md kainic acid given to normoxic animals lowered the number of NADPH-d positive neurons
in all studied areas of the hippocampus. In opposite, kainic acid given to hypoxic animals
increased the number of NADPH-d positive neurons in the dorsal blade of the dentate gyrus
and in the primary auditory cortex.

'ln 22-day-old animals with kainic acid administered 12th day of life hypoxia increased
and k'allnic acid given to both, normoxic and hypoxic animals lowered the number of NADPH-
d positive neurons in all studied areas of the hippocampus and in the primary auditory cortex.

In 90-day-old animals with kainic acid administered 12th day of life hypoxia lowered
lhg numbcr of NADPH-d positive neurons in CA1 and CA3 areas of the hippocampus. Kainic
acid given to both, normoxic and hypoxic animals lowered the number of NADPH-d positive
neurons in all studied areas of the hippocampus and in the primary auditory cortex.
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