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Abstrakt v slovenskom jazyku

Epilepsia vychadzajuca z temporalneho laloku predstavuje jej najcastejSiu formu,
ktordA je casto doprevadzana farmakorezistenciou. V doésledku absencie typickej
epileptogénnej 1ézie - hipokampalnej sklerdzy - je tetanotoxinovy model povazovany za
model nelezionalnej formy temporalnej epilepsie. Cielom tejto prace bolo ozrejmit’ s
pomocou histochemickych metdd (Nisslovo farbenie, FluoroJade B) detekujucich bunkové
poskodenie, ¢i v ramci tohoto modelu dochadza ku strate neurénov pri absencii
makroskopickej 1ézie. Epilepsia bola vyvolana u dospelych potkanov unilateralnou
aplikaciou tetanotoxinu do CA3 oblasti dorzalneho hipokampu. Mozgové tkanivo bolo
odobrané¢ 4, 8 a 16 dni po operacii. Vysledky potvrdili nelezionalnu povahu
tetanotoxinového modelu TLE. K rozvoju epileptického syndromu u potkanov dochadzalo
aj bez straty neurénov v oblasti hipokampalnej formacie. Hipokampalna skler6za bola
detekovana v kontralateralnej CAL1 u 40 % zvierat v skupine D16 a slepa stadia naSe
vysledky potvrdila. Casovy profil degeneracie ukazal negativny nalez v skupine D4 a
zaznamenali sme posun degeneracie buniek z ipsilateralnej CA1 v 8. dni na kontralateralnu
CAl v 16. dni od aplikacie. Tato praca prinasa nové poznatky ohl'adom morfologickych
vlastnosti tetanotoxinového modelu. Strata neurénov je pritomna v Specifickych oblastiach
hipokampu a kvalitativne ma odlisny charakter v porovnani S lezionalnymi modelmi

temporalnej epilepsie.

KPucové slova: strata buniek, hipokampus, hipokampalna skler6za, temporalna

epilepsia, tetanotoxinovy model



Abstrakt v ¢eskom jazyku

Epilepsie vychézejici z temporalniho laloku pfedstavuje jeji nejcastéjsi formu, ktera
je casto doprovazena farmakorezistenci. V dusledku absence typické epileptogenni 1éze -
hipokampalni sklerdzy - je tetanotoxinovy model povazovan za model nelezionalni formy
temporalni epilepsie. Cilem této prace bylo ozfejmit s pomoci histochemickych metod
(Nisslovo barveni, FluoroJade B) detekujicich bunééné poskozeni, zda-li v ramci tohoto
modelu dochézi ke ztraté neuronil pti absenci makroskopické 1éze. Epilepsie byla vyvolana
u dospélych potkanti unilateralni aplikaci tetanotoxinu do CA3 oblasti dorzalniho
hipokampu. Mozkova tkan byla odebrana 4, 8 a 16 dni po operaci. Vysledky potvrdily
neleziondlni povahu tetanotoxinového modelu TLE. K rozvoji epileptického syndromu u
potkani dochéazelo i bez ztraty neuronli v oblasti hipokampdalni formace. Hipokampalni
skler6za byla detekovand v kontralateralni CA1 u 40 % zvitat ve skupine D16 a slepa
studie nase vysledky potvrdila. Casovy profil degenerace ukazal negativni nalez ve skupine
D4 a zaznamenali jsme posun degenerace bunck z ipsilaterdlni CAl v 8. dni na
kontralaterdlni CA1 v 16. dni od aplikace. Tato prace pfinaSi nové poznatky ohledné
morfologickych vlastnosti tetanotoxinového modelu. Ztrata neuronti je pfitomna ve
specifickych oblastech hipokampu a kvalitativné ma odliSny charakter ve srovnani

s lezionalnimi modely temporalni epilepsie.

Klicova slova: ztrata bungk, hipokampus, hipokampalni skler6za, temporalni

epilepsie, tetanotoxinovy model



Abstract

Temporal lobe epilepsy is the most common form of epilepsy and hippocampal
sclerosis represents the main underlying structural abnormity. Approximately 20% of TLE
cases are non-lesional due to absence of any obvious epileptogenic lesion and tetanus toxin
model is traditionally considered as a model of non-lesional temporal lobe epilepsy. The
main aim of this study was to evaluate the presence of the cell damage and to determine its
spatiotemporal profile. Tetanus toxin was stereotaxically injected into CA3 subregion of
dorsal hippocampus in adult male Wistar rats. Brain tissue was extracted 4, 8 and 16 days
following the surgery. Postfixed brains were sectioned to 50 um slices and labeled using
Nissl’s and FluoroJade B staining (FJB). Hippocampal sclerosis was present only in
animals from D16 group, however, it was localized mainly in contralateral CAl area.
Additional finding was decreased Nissl’s staining in contralateral hippocampus which
corresponded with the presence of FJB positive neurons. In animals from group D8, we
have identified presence of FJB positive neurons predominantly in ipsilateral hippocampus.
In D4 animals, cellular degeneration was absent. To examine the non-lesional nature of
tetanus toxin model, we have performed blind study, when Nissl’s staining were reviewed
independently by two experience of neuropathologists. Results suggest that from the
perspective of classical neuropathology the tetanus toxin model can be still classified as a
non-lesional. This study brings new findings on morphological properties of tetanus toxin
model. Neuronal loss is present in specific hippocampal subregions. The cell loss has
specific time dependent spatial patter. Qualitatively this pattern differs from morphological
findings observed in lesional models of temporal lobe epilepsy. Finally, presence of
microscopic cell loss must be always considered when this model is used for experimental

purposes.

Key words: cell loss, hippocampus, hippocampal sclerosis, temporal lobe epilepsy,

tetanus toxin model
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Zoznam skratiek

AC
APF-1

ATP
CA

cytc

DCX
DG
DH
DISC
DNA
dx

EC
EEG
FADD
FJB
GABA
Glu
HS
ICA

KCA
MF
MOPP

NMDA
NMDAR

asociacné komisuralne spoje

faktor 1 aktivujici protedzu apoptozy, angl. apoptosis protease activating
factor 1

adenozintrifosfat

Cornu Ammonis

cytochrom c

deil po operacii

doublecortine

gyrus dentatus

dorzalny hipokampus

signalny komplex indukujuci smrt’; angl. death-inducing skgnalling complex
kyselina deoxyribonukleova

dexter, pravy

enthorindlna kora

elektroencefalogram

doména bunkovej smrti asociovana s Fas, angl. Fas-associated death domain
fluoro jade B

kyselina y-aminomaslova

glutamat

hipokampalna skleroza

ipsilateralna CA

interneurdny Specifické pre interneurdny, angl. interneuron-specific
kontralaterdlna CA

machové vlakna

interneurény molekuladrnej vrstvy asociované s perforovanou drahou, angl.
molecular layer perforant pathway associated cells

kyselina N-methyl-D-asparagova

NMDA receptor



NOS syntetdza oxidu dusného

PBS fostatovy pufor a sol’

R respondent

SE epilepticky status, status epilepticus
sin sinister, lavy

SL stratum lucidum

SL-M stratum lacunosum-moleculare
SO stratum oriens

SP stratum pyramidale

SR stratum radiatum

TeNT tetanotoxin

TLE epilepsia temporalneho laloku
TNF angl. Tumor necrosis factor

VAMP membranovy protein asociovany s vezikulami, synaptobrevin

VH ventralny hipokampus
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Uvod

Epilepsia je ochorenie neuronalnych populacii. Ide o predispoziciu mozgu
generovat’ spontanne zachvaty. Pacienti navySe ftrpia aj roznymi kognitivhymi a
neuropsychickymi poruchami. Jednym z najcastejSich typov epilepsie v dospelosti je
epilepsia temporalneho laloku (TLE). Na zaklade patologického nalezu sa deli na
leziondlnu a nelezionalnu, pricom neleziondlna forma byva v mnohych pripadoch
refrakternd ku farmakologickej aj chirurgickej liecbe. Vznika preto naliehava potreba najst’
vhodny animdlny model, ktory umozni detailnejSie skumat’ patofyziologiu tohoto
syndromu. Na zéklade doposial’ publikovanych vysledkov sa ako najvhodnejsi model
neleziondlnej epilepsie javi tetanotoxinovy model TLE.

Epilepticky syndrom je potkanom indukovany prostrednictvom aplikacie
tetanotoxinu do hipokampu. Rozvoj zachvatov obvykle nasleduje po 5 -8 dnoch od
operacie. Proces indukcie prebieha bez inicidlneho epileptického statu (SE), ktory
sposobuje rozsiahle poskodenie celého mozgu a v experimentalnych podmienkach sa

pouziva na vyvolanie epilepsie v modeloch lezionalnej TLE.

Hlavnym cielom tejto prace bude overit' neleziondlnu povahu tetanotoxinového
modelu. Z metodického hl'adiska pojde o detekciu hipokampalnej sklerozy (HS) pomocou

Nisslovho farbenia a pritomnosti degenerujucich neurénov pouZzitim fabenia pre FJB.
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1 Literarny prehlad

1.1 Epilepsia

Epilepsia je jedno z najrozsirenejSich neurologickych ochoreni, ktoré postihuje 'udi
kazdého veku a celosvetovo nou trpia priblizne 2 % obyvatel'stva (Chang a Lowenstein,
2003). Definuje sa ako trvald predispozicia mozgu generovat’ spontanne zachvaty. Navyse
je eSte sprevadzand kognitivnymi a neuropsychiatrickymi poruchami. Diagnostikuje sa na
zaklade vyskytu viac ako jedného spontdnneho zachvatu. Epilepticky zachvat vznika ako
nasledok prechodnej dysfunkcie mozgu, ktord je spdsobend hypersynchronnou aktivitou
neurénov (Fisher et al., 2005). Incidencia epilepsie je najviacSia do desiatecho a od
Sest'desiateho roku zivota (Meldrum a Bruton, 1992). Ak je etioldgia epilepsie nezndma,
definuje sa ako idiopaticka. V pripade vyskytu patologickych podmienok, ako su tumor
alebo malformdcie v mozgu, ide o symptomaticku epilepsiu. Existuje celkovo asi 40
roznych epileptickych syndromov, ktoré sa podla charakteru zachvatu rozdel'uji na dve
zékladné kategorie: generalizované (vznikajii simultanne v oboch hemisférach) a fokalne
(epicentrum je lokalizované na jednom mieste), pricom zichvat sa modze rozsirit a

postihntt’ cely mozog (sekundarne generalizované).

1.1.1 Epilepsia temporalneho laloku

TLE je najcastejSia forma epilepsie v dospelosti (Engel, 2001). Udava sa, Ze az
40 % pacientov je refrakternych k farmakologickej liecbe (De Lanerolle a Lee, 2005). Vo
vacSine pripadov trpia symptomatickou fokalnou epilepsiou, ktora vznikd ako nésledok
mozgovej traumy, febrilnych ki¢ov, predizeného zachvatu (status epilepticus), ischemickej
lézie a tumoru mozgu (French et al., 1993; Mathern et al., 1995). Zachvaty pri TLE mdzu
alebo nemusia byt sekundarne generalizované. Zobrazovacie techniky a kognitivne testy u
pacientov refrakternych k liecbe poukazuji na stratu objemu mozgovych Struktur
generujucich epileptickl aktivitu. BeZzne sa tiez vyskytuji symptomy ako s strach a

zvySend brusna citlivost’ (Devinski, 2004).
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1.1.2 Hipokampailna skleréza

Termin hipokampalna skler6za definuje selektivnu stratu neurénov a pridruzenu
astrogliozu v hipokampalnej formacii, vratane DG (gyrus dentatus). Casté byva aj puéanie
machovych vlakien, ktoré opakovane inervuju molekularnu vrstvu DG a vytvaraju
excitatné synapsy (Cavazos et al., 2003. Po prvykrat bola zaznamenand v roku 1825
(Bouchet a Cazauvicilh, 1825) a nasledne detailnejSic popisana na zaklade $tadia 90
pripadov post mortem tkaniva (Sommer, 1880). Stucasné neuropatologické Studie a
predoperacné vySetrenie pacientov s farmakologicky rezistentou TLE indikuji vysokua
asociaciu TLE a HS (Mathern et al., 1995). Histologia tkaniva odobraného pacientom s
TLE ukazuje 70% vyskyt HS (lezionalna TLE). Zostavajtcich 30 % je bez zjavnej lézie
(neleziondlna alebo paradoxikdlna TLE) (De Lanerolle, 2003). Termin mezialna
temporalna skler6za oznacuje stratu neurénov nielen v hipokampe, ale tiez v

extrahipokampalnych limbickych $truktarach, napr. amygdale a entorhinalnom kortexe.

Hipokampus je v ramci mozgu najcitlivejSou Struktirou k poSkodeniu a strate
neurdnov, ku ktorému dochadza v dosledku zachvatov. Medzindrodna liga proti epilepsii
(ILAE) zostavila podla histopatologického ndlezu u pacientov Styri zakladné typy
hipokampalnej skler6zy (Bliimcke et al., 2013). Kritériom pre zaradenie bol rozsah

poskodenia jednotlivych oblasti hipokampu (Obrazok 2).

Doposial’ sa nevie, ¢i poSkodenie temporalneho laloka je nasledok alebo pri¢ina
vzniku epiletickych zachvatov, ale chirurgické odstranenie sklerotického hipokampu vedie
k Uplnému zastaveniu zachvatov alebo aspont k zniZeniu ich poctu. HS sa Standardne
povazuje za morfologicky substrat pre vznik zdachvatov. V tomto pripade je ale
nevyrieSenou otazkou pri¢ina epileptogénnej aktivitu u pacientov s neleziondlnou TLE.
Liec¢ba tejto cielovej skupiny je doposial’ vel'mi obtiazna. Jedinci st vo velkom pocte
refrakterni ako k farmakologickej, tak aj k chirurgickej liecbe (Obrazok 1) (Thom et al.,
2010).
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© Parahipokampalny gyrus

Entorhindlny kortex

Amygdala
=

Epileptogénna oblast

h S

Hipokampus

Epileptogénna zéna kompletne
odstranend, zachvaty su pod kontrolou

Oblast

Epileptogénna zdna odstranend netplne, resekcie

zachvaty pretrvdvaju

Zvacésena oblast resekcie, resekcia
nelplna, zachvaty pretrvavaju

Bilateralne navzdjom nezavislé
epileptogénne zény, kompletnd
unilateralna resekcia, zachvaty pretrvavaju

Epileptogénna zéna v temporalnom laloku
kompletne resekovand, zostalo
epileptogénne ohnisko mimo limbické
Struktury, zachvaty pretrvavaju

Obrazok 1 Zlyhanie chirurgickej liecby (Thom et al., 2010). Susediace regiony limbického
systému, ktoré boli oznacené za potencialnu epileptogénnu zoénu na zaklade patologickych nalezov,
zaznamov EEG alebo $tadii animalnych modelov. Cervena oznacuje epileptogénnu zonu, ktora sa
1i8i medzi jednotlivcami, a ¢ierny ramcek je linia resekcie. Ked’ je cela epileptogénna zona v ramci
linie resekcie, zachvaty st kontrolované a potencialne vylie¢ené. Ked’ je epileptogénna zona SirSia
vzhl'adom k resekcii, existuje u pacientov zvysené riziko recidivy.
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Obrazok 2 Histopatologické podtypy. A: Videtelna strata buniek vo vSetkych oblastiach
hipokampu, najvyraznejsie v CAl a CA4; B: Typ 2 Videtel'na strata neuronov iba v CAl; C: Typ 3
Najvyraznejsi ubytok neuréonov v CA4; D: Typ 4 Bez HS, pritomna je iba glidoza; Mierka: 1 000
pm.
1.1.3 Epileptogenéza

Na zaklade $tudia animalnych modelov (Turski et al., 1983b; Leite et al., 1990) a
pacientov sa da konstatovat’, Ze rozvoj epileptického syndromu zahiia kaskadu udalosti,
ktoré generuju aktivne epileptické ohnisko. Z ¢asového hl'adiska ide o proces, ktory u I'udi
trva niekol’ko rokov, v pripade animalnych modelov hovorime o diioch az tyzdnoch.

Rozdeluje sa na 3 hlavné Stadia: inicidlny inzult, latentnd periéda a nakoniec rozvoj

spontannych opakovanych zachvatov (pre prehl'ad vid’ Schrafman, 2007).

Inicidlnym inzultom byva mikrobidlne alebo cerebrovaskularne ochorenie, trauma,
nador alebo zapal. Jednotlivé udalosti, ¢i uz sa vyskytni spolo¢ne alebo individudlne,

spustaju v mozgu radu rozlicnych odpovedi a zmien. Nasleduje latentnd perioda, kedy
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mozog prechddza zlozitou epileptogannou prestavbou, avSak bez zrejmych klinickych
prejavov. Pocas nej prichadza najprv okamzitd reakcia na inicidlny inzult, a to excitacia
neurénov a vtok idnov vapnika. Spusta sa kaskada udalosti, vratane aktivacie génov,
modifikdcie existujucich proteinov a syntézu novych. V priebehu niekolkych dni sa
objavuje smrt’ buniek, proliferacia, zapal, zmena v cievnom zdsobeni a reakcia gliovych
buniek. Nasleduje neskorSia odpoved, kam patri rast axoénov, synaptogenéza a
angiogenéza, ¢o spolocne vedie k reorganizacii neuronalnej siete. VSetky spominané
faktory maji za nésledok postupné zvySovanie excitabily neurénov a znizuji prah pre
vyvolanie zachvatu. Ku koncu latentnej periody dochadza posobenim sekundarneho inzultu
k rozvoju spontannych epileptickych zachvatov. Mdze nim byt vplyv prostredia, postupna
zmena expresie génov a dalSie vyvojové komorbidity. Vyplyva z toho, Ze geneticka
predispozicia, vyvoj jedinca a odpoved’ mozgu na primarny inzult mézu spolocne viest’ k

rozvoju spontannych epileptickych zachvatov (Obrazok 3) (Schrafman, 2007).

| Epileptogenesis I Epilepsy I
High
2 Ngrmal First
sglzuie seizure  Chronic seizures
threshold T 1
2 R
S 0 e e
<1  TTTmeeeell
0 . I T i v el -- -- -- --- DR 2 T
_‘g Decreasing seizure threshold
= due to epileptogenesis
g
=
N
%]
w
v
Low
Initial insult/I — I S Second hit
Rapid response  Slow response
Inflammation Growth
lial reaction ici
Glial reactio Plasticity Time

Gene expression  Reorganization

v

Obrazok 3 Schéma epileptogenézy (Schrafman, 2007). Detailny popis obrazka je v kapitole 2.1.2

Pacienti s rozvinutou TLE demonstruju progres v pocte zdchvatov a v pridruzenych

neurologickych symtomoch, ako st kognitivne a behaviordlne poruchy (Aldenkamp a
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Bodde, 2005; Engel et al., 1991; French et al., 2004). Progresivna povaha epileptogenézy
bola detailne popisand a kvantifikovana v ramci modelu TLE (Williams a Dudek, 2007).
DIha latentna peridoda pred zaCiatkom pravidelnych zachvatov pontka Casovy priestor pre
rozmanité terapeutické posobenie, ¢o by predstavovalo alternativny pristup k doposial

zauzivanej lieCbe zachvatov az po rozvinuti epilepsie.

1.2 Anatomia hipokampalnej formacie

Hipokampus sa povazuje za najcastejsi zdroj epileptickych zachvatov v syndrome
TLE. Z anatomického hladiska sa spravidla mysli cela hipokampalna formacia, ktora
pozostava zo Styroch hlavnych oblasti: gyrus: DG a oblasti CAl - CA3 (Cornu Ammonis;
vlastny hipokampus). U laboratérneho potkana zabera pomerne velku cast mozgu
(Obrazok 4A), u ¢loveka lezi v medialnej Casti spankoveho laloka (Obrazok 4B). Hlavna
hipokampalna draha sa klasicky popisuje ako tzv. trisynapticka slucka. Axony z II. vrstvy
entorhindlneho kortexu (EC) vedu perforovanou drahou do ipsilaterdlneho DG a inervuju
distalne dendrity granularnych buniek v molekularnej vrsve. Tie vysielajii machové vlakna
k pyramidovym neurénom CA3 a bunky z CA3 vedd Schafferove kolateraly k
pyramidovym neurénom v CAl. Bunky CA1l vysielaju axény do subikula a subikulum
projikuje d’alej, mimo hipokampalnu formaciu (Obrazok 5). Jednotlivé spoje st ale omnoho
diverzifikovanejSie, zahfiiaji aj iné regiony a priame spojenie medzi nimi. Prikladom je
projekcia z 1. vrstvy EC do CAl. V nasledujtcich podkapitolach sa budeme venovat

anatomickému popisu vybranych Struktar hipokampalnej formacie.

Potkan Clovek

@ Hipokampus @EC ‘

Obrazok 4 Poloha hipokampu v mozgu potkana a ¢loveka (Strange et al., 2014)

17



, p TN

Ty -L\:.‘.“ 2
/‘}:; R
== a"‘\"” AN\KLAS

Obrazok 5 Hlavna draha hipokampu (Kasner, 2013). Entorhinalna kora (EC) tvori spojenie DG
a pyramidovymi neuronmi CA3 cez perforovanui drahu (PP - rozdelena na laterdlnu a medidlu).
CA3 neurény dostavaju informacie z GD cez machové vlakna (MF). Prostrednictvom
Schafferovych kolateral (SC) vysielaju axény do pyramidovych bunieck CAl a cez asociacéné
komisuralne spoje (AC) inervujui aj CAl kontralateralneho hipokampu. CAl neurény tiez
ziskavaju informacie priamo z perforovanej drahy a posielaji axony d’alej do subikula (Sb). Tieto
neurény zase vedu hlavny vystup z hipokampu spat’ do EC.

1.2.1 Gyrus dentatus

GD je trilaminarna Struktara s charakteristickym tvarom pismena V. Tvoria ho tri
vrstvy:  molekularna, granularna a polymorfna (Obrazok 6). Skladda sa zo
suprapyramidalneho listu, ktory prebieha medzi oblastami CA1 a CA3. Oproti nemu lezi

infrapyramidalny list .

Principialne bunky granularnej vrstvy sa nazyvaju granuldrne neurény. Su uloZené
tesne vedla seba, zvyCajne bez pritomnosti glii. Maju elipticky tvar a velkost tela
10 X 18 um (Cailborne et al., 1990). Dendrity sa rozprestieraji v molekularnej vrstve.
Medzi granuldrnu vrstvu a hilus st vmedzené GABA-ergné interneurony, pyramidalne
kosikovité bunky (Ramon y Cajal, 1909), a d’alSie interneurony, ktoré sa medzi sebou
navzajom lisia distribiciou axonov a vstupnou informdciou (napriklad niektoré prijimaju
informéciu iba zo serotoninergnych neurénov z raphe nuclei). V subgranularnej zéne bola v

Sestdesiatych rokoch popisana postnatalne neurogenéza (Altman, 1962; 1963).
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Novovzniknuté granularne bunky sa zapajaji do existujucich hipokampélnych okruhov a

preukazalo sa, ze ich pocet sa pocas zivota nemeni (Rapp a Gallagher, 1996).

Molekuldrna vrstva pozostdva hlavne z dendritov granularnych buniek,
pyramidovych kosikovitych buniek a buniek polymorfnej vrstvy. Dalej obsahuje vlastné
interneurény a prebiehaju flou axony idice z EC. Z interneurénov boli identifikované a
popisané tri typy. NajhlbSie su uloZené interneurony molekuldrnej vrstvy asociované s
perforovanou drdhou (angl. molecular layer perforant pathway associated cells, MOPP
bunky) (Han et al., 1993). BlizSie k povrchu sa nachadzaji chandelierove alebo
axo-axonické bunky (Sorianoé a Frotscher, 1989). Nazov je odvodeny od toho, Ze ich
axony prechddzaji molekuldrnou vrstvou a konc¢ia vyhradne na inicidlnom segmente
axonov granuldrnej vrstvy. Poslednym typom su $pecifické interneurony, ktoré sa napéjaju
vyluéne na d’al$i interneurdn (angl. interneuron-specific, IS).

Polymorfna vrstva, nazyvana tiez hilus, obsahuje velké mnozstvo rozli¢nych
druhov neurénov (Amaral, 1978). NajznamejSie st machové bunky. Maju triangularny tvar
a rozmer 25— 35 um. Dendrity sa bohato vetvia v polymorfnej vrstve, mozu prechadzat
cez granularnu vrstvu az do molekularnej, ale nikdy nazasahuju do CA3. Su pozitivne pre
glutamat a inervuju vnutornu tretinu ipsilaterdlneho a kontralateralneho hilu DG. Druhou
triedou st bunky vretenovitého typu, tzv. fuziformné neurény. Delia sa na dalSie
podskupiny, pricom hlavnym kritériom pre klasifikdciu je hustota a pocet dendritickych
ttnov (Ribak a Seress, 1988).

V ramci epileptického syndromu je DG Studovany najmé kvoli rozsiahlemu pucaniu
machovych vlakien (Cavazos et al., 1991) a relativnej odolnosti granularnych buniek voci
poskodeniu nasledkom zachvatu (Sloviter, 1994). Machové bunky DG su jednymi z
najcitlivejSich v hipokampélnej formacii. Umieraji ndsledkom epileptickych zachvatov, a
to sa povazuje za moznu pri¢inu pucania vlakien granuldrnych buniek do vnutornej

molekularnej vrstvy. Tento nalez je typickym pre pacientov s diagnostikovanou TLE.

1.2.2 Cornu Ammonis — CA oblasti hipokampu

Hipokampus sa prostrednictvom septotemporalnej osi deli na dorzany (DH), ktory

sa spaja s priestorovou navigéciou, epizodickou pamétou a asociativnym ucenim (O Keefe,
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1976; Bliss s Collingridge, 1993; Eichenbaum, 1999; Squire, 2007) a ventralny (VH), ktory
sa podiela na modulécii stresovych odpovedi, motivovanom a emotivnom spravani,
ovplyviiuje autonomne funkcie, neuroendokrinne vylucovanie a reprodukény kontrolny

systém (Mosser a Moser, 1998; Bannerman et al., 2004; Kjelstrup et al., 2008).
Stcasné pomenovanie jednotlivych oblasti hipokampu (CA1, CA2 a CA3) zaviedol

v roku 1934 Lorente de No. Principidlne neurdény danych regiénov sa od seba liSia
vel'kost'ou tela pyramidovej bunky a vzajomnym zapojenim. Neurény v CAl st mensie,
maji homogénnejsie usporiadanie ako bunky v CA3 a neprijimaju informacie z machovych
vlaken prichadzajiacich z DG. Pyramidové neurény v CA2 sa znacia pomocou o-aktinu,
vel'kost'ou su podobné bunkam CA3, ale nedostavaju signal z machovych vlaken, rovnako

ako neurdny v CAl.

Obrazok 6 Vrstvy hipokampu a DG. CAl-4: Cornu Ammonis 1-4; SO: stratum oriens; SP:
stratum pyramidale, pyramidova vrstva; SR: stratum radiatum; SML: stratum lacunosum-
moleculare; SM: stratum moleculare; SG: stratum granulosum, granularna vrstva; H: hilus,
polymorfna vrstva. Vlastny zdroj obrazku.

Vsetky oblasti maji laminarne usporiadanie. Vrstva, kde st ulozené teld

principialnych neurénov, sa nazyva stratum pyramidale (SP). Superfacidlne lezi stratum
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oriens (SO), inferiorne stratum radiatum (SR) a dalej (hlbSie) stratum
lacunosum-moleculare (SL-M), kde prichadzaji a konc¢ia vlakna temporoammonicke;j
drahy z EC. Medzi SP a SR v oblasti CA3 sa eSte nachadza stratum lucidum (SL), ktorou
prichadzaju machové vlakna z DG (Obrazok 6).

Interneurény v hipokampe su dost” podobné bunkam pritomnym v DG. Vicsina z
nich je imunoreaktivna pre GABA (kyselina y-aminomaslova) (Ribak et al., 1978). Freud a
Buszaki (1996) na zéklade oblasti inervovanej jednotlivymi interneurénmi popisali ich
lokalizaciu, organizaciu dendritického stromu a distribuciu axonov. VSetky podtypy a ich
uloZenie v jednotlivych vrstvach st detailnej$ie zobrazené na Obrazok 7 (Somogyi, 2010).
Dalej sa interneurdny klasifikuju podl'a pritomnosti roznych proteinov viaziicich vapnik a
neuropeptidov. Medzi hlavné patria parvalbumin, kalretitnin, kalbindin, somatostatin,
chelocystokinin, neuropeptid Y a vazoaktivny intestinalny peptid (Kosaka et al., 1985;
Kohler et al., 1986; Sloviter and Nilaver, 1987; Sloviter, 1989; Sloviter et al., 1991; Gulyas
etal., 1991; Miettinen et al., 1992; Rogers, 1992).

Pri epileptickom syndréme zohrava tlohu zvySend expresia CA?-kandlov na
proximalnych dendritoch pyramidovych neurénov v CA3. Otvorenie tychto kanalov
predizuje depolariziciu bunky a zapridifiuje nadmernt exciticiu CAl a kontralateralnej
CA3 (Fisfer et al., 1990). Pyramidové neurony v CA1 maju relativne slabu inhibiciu (Kauer
et al., 1988) a malo vzajomnych interakcii (Thomsom a Radpour, 1991). Z toho vyplyva, Ze
v epileptickom hipokampe je za synchronnu aktivitu neurénov v CA1l zodpovedny vstup
signalu z CA3 a zéarovein nizka ochrana pred hyperexcitabilitou prispieva k smrti

pyramidovych neurénov CA1 a k rozvoju HS.

1.2.3 Subikulum

Subikulum sa skladd z dvoch vrstiev: stratum moleculare a stratum pyramidale.
Hranicu medzi subikulom a CA1 mozno identifikovat’ podl'a rozSirenia pyramidovej vrstvy
a podl'a zmeny intenzity farbenia buniek. Straca sa farbitel'nost’ pre kalbindin a zvySuje sa
intenzita pre farbenie Timm (O Mar et al., 2001).

Principialne neurdny maju ostry pyramidovy tvar, velké telo a podl'a distribucie sa

delia na dva typy. Superficidlne lezia bunky, ktoré palia akény potencial pravidelne a su
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pozitivne pre NADPH diafordza/oxid dusny syntetazu (NOS), hlbsSie sa nach4ddzaji neurény
pozitivne pre somatostatin, ktorych aktivita sa vyznacuje salvami akénych potencidlov
(Green a Totterdell, 1997).

V klasickej TLE je HS najviac postihnuta oblast CAl, ale subikulum ostava
intaktné (Babb et al., 1984; Sloviter, 1994). Z toho plynie hypotéza, ze subikulum je

jednozna¢ne zodpovedné za projekciu abnormdélnych signdlov z hipokampu do celého

mozgu.

Glutamatergic inputs e to subiculum
from CA3 oy retrosplenial to CAS
entorhinal cortex d "™ dentate g.
thalamus i
g ?
. [¢ ?
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o659 g © g 9 9
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str. Q g q
rad. g o 9 A
qd| 9 g
str. . 4 '@
pyr. <
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: CA3 . septum
amygdala INTERNEURONS: U BT
1. axo- axonic 5. bistratified 11. O-LM 15. trilaminar 19. IN spec.-|
2. basket PV 6. ivy 12. PP-associated 16. back-projection  20. IN spec.-II
7. Schaffer collat. assoc. . .
3. basket CCK/VIP 8. apical dend. innervating 13. neurogliaform 17. or. retrohippoc. 21. IN spec.-lll
4. basket CCK/VGLUT3 9. large calbindin 14. rad. retrohippoc. 18. double projection
10. cholinergic
INNERVATING SOMA STR. RADIATUM STR. LACUNOSUM PROJECTION INTERNEURON
mainly PERISOMATIC ORIENS MOLECULARE SPECIFIC

Obrazok 7 21 tried interneurénov v CA1 (P. Somogyi, 2010). g. - gyrus; IN spec. - interneurén
Specifické; lac. mol. - lacunosum moleculare; O-LM - oriens lacunosum-moleculare; or. - oriens; PP
- perforovana draha; pyr. - pyramidale; retrohippoc. - retrohipokampalna projekcia; str. - stratum.

1.3 Animalne modely TLE a ich neuropatologické korelaty
Nenahraditel'nym zdrojom informdcii o charaktere syndromu TLE predstavuju

animalne modely. Vyhodou je, Ze maju oproti cloveku kratky zivotny cyklus a v

laboratornom prostredi nie je problém kontrolovat ich zivotné podmienky a genetické

faktory. Cielom je vyvolat u zvierat ¢o mozno najviac patofyziologickych zmien

podobnych pacientom s TLE. Zahffiaji hlavne opakované spontdnne zachvaty, zmenu
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morfoldgie hipokampu, behaviordlne zmeny a odpoved’ na farmakéa. Pomerne rozsireny a
dobre popisany je kainatovy a pilokarpinovy model HS. V tychto modeloch je inicidlnym
inzultom SE, ktory je nasledovany latentnou periodou a nakoniec dochadza k rozvoju
opakovanych spontannych epileptickych zachvatov. Pre vyskum nelezionalnej TLE sa
zatial' najvhodnej$im experimentalnym modelom javi tetanotoxinovy model. Epilepsia je
indukovana aplikaciou tetanotoxinu (TeNT) do hipokampu, model je bez inicialneho SE a
podla doterajSich §tidii nedochadza k rozsiahlemu poskodeniu hipokampu a ostatnych

Struktr.

1.3.1 Modely hipokampalnej sklerozy

TLE asociovana s HS sa skima prevazne na chronickych modeloch indukovanych
kainatom a pilokarpinom. Ide o angonistov muskarinovych (pilokarpin) a kainatovych
receptorov (kainat). Aplikuju sa systémovo, pripadne priamo do hipokampu alebo do
amygdaly (Nadler et al., 1978; Ben-Ari et al., 1979; Turski et al., 1983a,b). Tym sa
indukuje niekol'’kohodinovy SE. Nasleduje latentna peridda a po 1 az 6 tyzdinoch dochadza
k rozvoju spontannych epileptickych zachvatov (Cavalheiro et al., 1991; Araki et al., 2002;
Arabadzisz et al., 2005; Zhang et al; 2002). Histologické nalezy u experimentalnych zvierat
koreSpondujii s patologickym obrazom mozgu pacientov s lezionalnou TLE (Weiser,
2004). Popisuje sa rozsiahla strata pyramidovych neurénov v hipokampe (Obrazok 8),
pucanie machovych vlaken, reorganizicia neurondlnej siete, disperzia granularnych buniek
v GD a strata interneuréonov (Haas et al., 2001; Lehmann et al., 2001; Trauck a Nadler,
1985; Mello et al., 1993). Za hlavni nevyhodu tychto modelov sa povazuje pritomnost’
extrahipokampélnej 1ézie. Poskodenie sa vyskytuje naprie¢ mnohymi Strukturami,
napriklad amygdala, subikulum, talamus a neokortex (Curia et al., 2008). Napriek tomu
poskytuji modely HS priestor pre stidium epileptogenézy, reorganizacie neuronalnej siete,

1ézie hipokampu a rezistencie na antiepileptika.
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Obrazok 8 Model HS. Na obrazku vlavo takmer tGplne chyba pyramidova vrstva (Levesque a
Avoli, 2013). Obrazok napravo je hipokampus kontrolného zvierata (vlastny zdroj).

1.3.2 Tetanotoxinovy model TLE

TeNT patri medzi najstarSie sposoby indukcie experimentélnej epilepsie (Roux a
Borrell, 1898). Semichronicky epilepticky syndrom sa vyvolava stereotaktickou aplikaciou
niekol’kych nanogramov TeNT do hipokampu. V zavisloti na velkosti podanej davky
dochadza po 3 - 8 dnoch k rozvoju opakovanych spontannych zachvatov (Finnerty a
Jefferys, 2000). TeNT je z mozgu uplne zmetabolizovany priblizne 9 dni od aplikacie (Graf
1) (Melanby, 1989). Zachvaty sa vyskytuju v priemere 30-krat za deni s trvanim do 2 mintt
(Jefferys et al., 1995) a vymiznu po 6 - 8 tyzdnoch. V 10 % pripadov pretravaji do konca
zivota (Jefferys a Williams, 1987). NajvyznamnejSou vlastnostou tohto modelu je, ze
zachvaty su generované limbickymi Struktirami, ale nie s asociované s rozsiahlym
poskodenim mozgu vplyvom inicidlneho SE a stratou pyramidovych neurénov. HS bola
popisand ibau 10 % zvierat injekovanych do dorzalneho hipokampu (Jefferys et al., 1992).
Dalsie histologické nalezy asociované s tetanotoxinovym modelom TLE st zhrnuté

Tabulka 1.
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Graf 1 Graf odburavania TeNT v tetanotoxinovom modeli TLE (Mellanby, 1989).
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1.4 Tetanotoxin

Jediny prirodny zdroj TeNT je anaerobna baktéria Clostridium tetani. Pre
experimentalne vyuzitie sa TeNT izoluje z kmenovych kultur filtraciou, zraZanim siranom
amonnym a chromatografiou (Schiavo a Montecucco, 1995). Z chemického hl'adiska ide o
polypeptid, zloZzeny z 1 315 aminokyselin. Tvoria I'ahky retazec s hmotnost'ou 50 kDa a
tazky retazec s hmotnostou 100 kDa, spojené pomocou disulfidovej vdzby. Funkéne sa
TeNT rozdeluje na 3 domény (Obrazok 9). Protedzova aktivita l'ahkého retazca je
selektivna pre VAMP (membranovy protein asociovany s vezikulami; synaptobrevin). Ide o
protein asociovany s fuziou synaptického vacku a presynaptickou membranou pocas vylevu

neurotransmiteru.

1.4.1 Mechanizmus uéinku

Neurointoxikdcia TeNT prebieha v piatich krokoch. V 1. kroku dochadza k
naviazaniu TeNT pomocou C konca tazkého retazca na polygangliozidy presynaptickej
membrany. Povaha receptoru pre TeNT eSte nie je celkom objasnena, ale ide

pravdepodobne o membranovy protein, ktory zaistuje 2. krok, endocytézu. Nasleduje
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okamzitd internalizacia do endocytickej vezikuly, ktora je rychlym retrogradnym
transportom vedena axénom do tela neurénu (3. krok). Rychlost’ transportu pre TeNT v in
vivo podmienkach predstavuje 2,88 - 19,96 mm/h (Stockel et al., 1975). Na rozdiel od
ostatnych proteinov, ktoré vyuzivaji retrogradny transport (choleratoxin, lektiny, NGF
nervovy rastovy faktor) sa TeNT neakumuluje v tele neurénu, ale putuje do
postynaptickych dendritov. V pripade nizkych davok sa dalej translokuje do inhibi¢nych
interneurénov, ale vo vysokych davkach je schopny vstupovat’ aj do excitacnych neuréonov
(Calabresi et al., 1989). V presynaptickom zakonceni nasleduje translokacia l'ahkého
retazca z endocytickej vezikuly do cytosolu (4. krok). Pri tomto procese sa zrusi
disulfidova vidzba medzi retazcami, a tym sa aktivuje protedzova aktivita 'ahkého ret'azca.
V 5. kroku dochadza k proteolyze VAMP, o znemozni vylev neurotransmiteru. V pripade,
ze TeNT inhibuje vylev GABA alebo glycinu, klesa prah drazdivosti motorickych

neurénov v mieche a rozvija sa obraz tonicko-klonickych kfcov.

aktivacia proteazy

L ¢ H

D

formovanie poru
Zn .

H,0

Domeéna 3 Doména 2 Domeéna 1

Obriazok 9 Funkéné domény TeNT (Schiavo et al., 2000). Doména 1: vizba TeNT na membranu
neurénu; doména 2: tvorba poru v membrane vezikuly pre tranlokaciu 'ahkého ret'azca; doména 3:
metaloproteazova aktivita zavisla na zinku, selektivna pre VAMP; L - l'ahky retazec; H - tazky
retazec; SS - disulfidova vézba.
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Tabul’ka 1 Histologické nalezy v hipokampe tetanotoxinového modelu

Miesto ) ) )
o Histologicky nalez Zdroj
aplikacie
Zvyseny pocet GAD pozitivnych
CA3 P o P g Najlerahim et al., 1992
buniek v hile, bilateralne
5x zvySend neurogenéza (DCX, )
DH Jiruska et al., 2013
BrdU)
DH Caspase 3 nezvysena Jiruska et al., 2013
3/24 zvierat HS kontralateralne k
DH o Jefferys et al., 1992
injekcii
_ Mellanby a Milward,
VH 2/12 zvierat HS v dorzalnej CA1
2001
aktivovana mikroglia v
VH Shaw et al., 1990
kontralateralnej CA1
30% HS v dorzélnej CAl
VH Shaw et al., 1990
kontralateralne
v ¢lanku Shaw et al.,
30% HS v dorzalnej CA1
VH 1990, ale preparaty z
kontralateralne
Mellanby et al., 1977
zvySena imunoreaktivita pre )
VH . Mitchell et al., 1995
somatostatin v hile po 1 tyzdni
vyrazna strata imunoreaktivity pre ]
VH Mitchell et al., 1995

somatostatin po 2 mesiacoch

1.4.2 Substrat pre TeNT v tetanotoxinovom modeli TLE

Prvykrat bol popisany mechanizmus uc¢inku TeNT na molekuldrnej tirovni v roku

1992 (Link et al., 1992; Schiavo et al., 1992). Ukazalo sa, ze TeNT ako zinkova

endopeptidaza selektivne Stiepi VAMP, ¢im blokuje vylev neurotransmiteru. VAMP
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existuje v réznych isoformach, pricom v mozgu s najrozsirenejSic VAMP 1 a VAMP 2.

Tabul’ka 2 ukazuje ich relativne zastipenie v hipokampalnej fomacii potkana.

Epileptogénny efekt TeNT pri aplikacii do CA3 oblasti dorzélneho hipokampu je
pravdepodobne spdsobeny funkénou selektivitou TeNT. Zisilo sa, z2 VAMP 1 je primarne
kolokalizovany s inhibicnymi interneurémni v stratum pyramidale, pricom VAMP 2 sa
nachadza najmd na excitacnych neurénoch stratum lucidum (Obrazok 10). K zniZeniu
imunoreaktivity pre VAMP 1 dochadza uz 2 dni po injekcii TeNT a na 16. dei mozno
pozorovat’ zacinajucu obnovu denzity farbenia. U VAMP 2 sa podobna strata farbitel'nosti
prejavila az na 8. defl a na 16. den sa rozsirila do vSetkych regionov hipokampu. Tieto
zmeny boli pre VAMP 1 pozorované iba ipsilaterdlne k injekci, ale VAMP 2 ukazal
znizen denzitu aj v kontralaterdlnej CA3 oblasti. Elektrofyzilogickd Stidia v mieste
vpichu, kde doslo k najvyssej redukcii VAMP 1 aj 2 ukazala, z¢ tato oblast’ je aj napriek
tomu schopnd generovat epileptické zachvaty (Ferecskoé et al., 2013). Bliz§i mechanizmus
vSak eSte nebol doposial’ popisany.

0.8
0.7 4
06
05 4
0.4 4
0.3

02

0.1 4

s L

VAMP1+  VAMP2+ VAMP1+  VAMP2+
GAD65 GAD65 VGLUT1 VGLUT1

Obrazok 10 Kolokalizaicia VAMP 1 a VAMP 2 s GAD65 a GLUT1 (Ferecsko et al., 2013).
GADG5 - dekarboxylaza kyseliny glutamovej; marker GABA-ergnych neurénov; VGLUT1 -
vezikularny glutamatovy transportér 1; marker glutamatergnych neuronov; graf ukazuje vysoku
kolokalizaciu VAMP 1 s inhibi¢nymi interneurénmi a VAMP 2 s excitaénymi neurénmi.
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Tabul’ka 2 Distribticia VAMP 1 a VAMP 2 v hipokampalnej formacii (Raptis et al., 2005)

Hipokampalna formacia VAMP 1 VAMP 2
Stratum oriens ++ FH++
Stratum pyramidale + +
Stratum lucidum ++ +H++
Stratum radiatum ++ FH++
Stratum lacunosum-moleculare + ++
Stratum granulosum + +
Hilus + o+

1.5 Smrt buniek ako nasledok zachvatu

Poskodenie mozgu je najstarSie popisovany patologicky nalez u pacientov s TLE.
Klinické studie a vysledky z experimentalnych modelov dlhé roky poukazuju na to, Ze
predizené opakované epileptické zachvaty a status epilepticus zapri¢ifiuji v mozgu smrt’
neuroénov. Stratu buniek mozno pozorovat hlavne v pyramidovej vrstve hipokampu, ale
postihnuté byvaja aj ostatné limbické Struktury, mozocek a kora (Meldrum a Bruton, 1992).
Existuje hypotéza, Ze neurodegenerativne zmeny asociované s TLE vychadzaju z
permanentnej aktivacie glutamatergnej excitatnej drahy. Mechanizmus je relativne
jednoduchy. Vylev glutamatu indukuje opakovanu depolariziciu a repolarizaciu neuronu,
po case dochadza v bunke k excitotoxicite, a to vedie k degeneracii neuronu, ktord moze

byt’ realizovana apoptickou aj nekrotickou cestou (Lorigados et al., 2013).

1.5.1 Excitotoxicita

Excitotoxicita je mechanizmus, ktory spusta degeneraciu neurénu pri nadmernej
aktivéacii glutamatergnych receptorov a ich analogov. Za fyziologickych podmienok su Ca®*
16ny uchovavané v mitochondridch a endoplazmatickom retikulu. Hyperaktivacia
glutamétergnych receptorov viak vedie k nadmernému vtoku Ca®* do neurénov. Dochadza

k dysfunkcii metabolizmu, generuju sa volné radikély, st aktivované mnohé proteazy,
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fosfolipazy, endonukledzy, spusta sa syntéza oxidu dusného a je inhibovana syntéza

proteinov (Haglid et al., 1994).
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Obrazok 11 Mechanizmus excitotoxicity (Lorigodas et al., 2013). Cely proces je detailnejsie
popisany v texte 2.5.1; Glu - glutamata; NMDAR - NMDA receptor pre glutamat.

Vapnikova pumpa, Na*/Ca®* vymennik a proteiny viazuce Ca?* zabezepeduju v
bunke homeostizu Ca?*. Ked' déjde k saturdcii systému, zatne sa Ca®* hromadit v
mitochondrialnej matrix. Tato akumulacia depolarizuje mitochondridlnu membranu dvoma
mechanizmami: 1.) zvySena koncentracia pozitivnych iénov v lumene mitochondii zniZuje
chemo-osmoticky potencial membrany, ¢o spomaluje syntézu ATP; 2.) aktivacia porov pre
vtok Ca?* spit do cytoplazmy, ktora v pripade dlhodobej nerovnovahy Ca®* vedie k
ireverzibilnej depolarizacii membrany. Vysoké koncentracia Ca®* v mitochondriachéch tie?

indukuje vznik volnych radikélov, ktoré sposobuju peroxidaciu membranovych lipidov,
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syntézu oxidu dusného a aktiviciu enzymov zapojenych v katatbolizme proteinov,
fosfolipidov a nukleovych kyselin (Obrazok 11). Oxid dusny navyse zvySuje excitotoxicky
efekt, pretoze retrogradne ovplyvituje presynapticki membranu a vyvolava d’al§i vylev

glutamatu (Lorigodas et al., 2013).

1.5.2 Smrt neurénov

Vo vSeobecnosti je neuronalne poskodenie u pacientov s TLE zapriCinené
nadmernym vtokom Ca®* do bunky pocas epileptického zachvatu (Lado et al., 2002).
Spusta sa rada signalnych kaskad, ktoré vedu k imrtiu neurénu ¢i uz apotickou (Obrazok
12) alebo nekrotickou cestou. Prvotny morfologicky popis neurénov umierajicich na
nasledok excitotoxicity poukazoval na pritomnost’ nekrozy (Obrazok 13) (Fujikawa et al.,
2000). Vyskum, ktory bol zamerany na mechanizmus bunkovej smrti u epileptického
syndromu, vSak odhalil molekularne markery apoptdzy (Liou et al., 2003) a posledne data
dokonca hovoria o programovanej nekroze ako nasledku SE (Niquet et al., 2012). Dolezité
je brat do uvahy fakt, ze nizka hladina ATP modZe zmenit osud bunky a proces
programovanej apoptdzy bude ukonceny nekrotickou cestou (Liest et al., 1997). Jednym z
kritickych krokov je tvorba komplexu medzi cyt ¢, APF-1 a prokaspazami. Nedostatok
ATP v tomto bode blokuje aktivaciu degradativnych procesov, vratane aktivacie kaspazy 3.
Z energetického hl'adiska nie je mozné ukoncit’ iniciovant apoptickl smrt’ bunky, preto
dochadza k degradacii nektorickou cestou, ktora prebieha aj pri nizkych koncentraciach

ATP.

Je otazkou, ako sa vyskum v tejto oblasti bude vyvyjat’ d’alej a ¢i sa podari
jednoznacéne identifikovat’ a popisat mechanizmus, akym zomiera epilepticky neurdn.
Vysledky by priniesli d’al§ie moznosti pre vyvoj neuroprotektivnych a antiepileptickych

liekov pre pacientov s TLE a d’al§$imi neurodegenerativnymi ochoreniami.
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Obrazok 12 Vonkaj$ia a vnutorna cesta aktivacie apoptozy (Fadeel et al., 2007) A: Vonkajsia
cesta sa aktivuje pomocou TNF receptoru (angl. tumour necrosis factor) na povrchu bunky, formuje
sa intracelularny komplex znamy ako DISC (signalny komplex indukujoci smrt’; angl.
Death-inducing signalling complex), ktory pozostava z intracelularneho adaptoru molektil FADD
(doména bunkovej smrti asociovana s Fas; angl. Fas-associated death domain) a kaspazy 8 a 10.
Kaspazy su cysteinové proteazy Specifické pre aspartat, v bunkach su pritomné ako zymogény a po
aktivacii formuju aktivny proteolyticky enzym. Dochadza k Stiepeniu intracelularnych Struktur,
proteinov a aktivujil sa enzymy zodpovedné za charakteristkcku fragmentaciu DNA. B: Vnutorna
cestu spusta naruSenie homeostazy organel alebo poskodenie DNA. Boli identifikované viaceré
aktivacné faktory, a to vratane zvysenej koncenracie intracelularneho vapnika, vol'nych radikalov a
dimerizacné interakcie proteinov rodiny Bcl-2. Proteiny rodiny Bcl-2 pdsobia aktivacne alebo
inhibi¢ne na proces apoptdzy a regulujii funkciu mitochondrii a ostatnych organel. Kulminacii
mitochondridlnej dysfunkcie kon¢i uvolnenim apoptogénneho faktoru cyrochrému c. Aktivuje sa
APF-1 (faktor 1 aktivujuci apoptické proteazy; angl. apoptotic protease-activating factor) a kaspazu
9, ¢o ma za nasledok aktivaciu efektorovych kaspaz (kaspaza 3). Dalsou formou vnutornej aktivacie
apoptdzy je stres endoplazmatického retikula hipoampalnych buniek, ¢o vedie u pacientov s TLE k
nadmernej tvorbe chaperonovych bielkovin a kaspaz 7 a 9 (Yamamoto et al., 2006). TRAIL - ligand
stvisiaci s TNF indukujuci apoptozu, angl. TNF-related apoptosis-inducing ligand.
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Obrazok 13 Morfologické rozdiely medzi nekrotickym a apoptickym neurénom. Fotka z
elektronového mikroskopu (Ueda et al., 2007); prvotné odliSenie nekrozy od apoptdzy bolo na
zaklade morfologického obrazu buniek (Kerr et al., 1972). A: Apoptoéza. Na zdklade zaznamov z
elektonovej mikroskopie bola apoptdza popisana ako rad dobre definovanych a stereotypnych
morfologickych zmien. Zahfiia kondenzaciu chromatinu a internukleozomalne Stiepenie DNA, na
cytoplazmatickej membrane sa tvoria nepravidelné zahyby (angl. blebbing), je zachovana integrita
organel a nakoniec je cely obsah bunky zbaleny do apoptickych teliesok, ktoré st néasledne
fagocytované (Wyllie et al., 1980). B: Nekroza. Je doprevadzana nabobtnanim mitochondrii a
dilataciou endoplazmatického retikula. Cytoplazma sa stava t'azSie rozpoznatelnou, chromatin je
neforemny a dochadza ku karyolyze. Peroxidaciou lipidov dochddza k naruSeniu membran, bunka
praska a obsah bunky sa vylieva do intercelularneho priestoru (Majno a Joris, 1995).
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Ciele prace

Optimalizovat’ davku TeNT pre vyvolanie epileptického syndromu u potkana.

Stanovit’ makroskopické a mikroskopické poskodenie hipokampu v tetanotoxinovom

modeli TLE.

Overit nelezionalnu povahu tetanotoxinového modelu TLE.
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3 Metodika

3.1 Priprava tetanotoxinu

Chronicku epilepsiu sme potkanom indukovali aplikovanim 10 ng TeNT (T3194,
Sigma Aldrich) v 1 pl zékladného roztoku. Zakladny roztok sme pripravili rozpustenim 2 g
BSA v 100 ml 0,05M PBS (fosfatovy pufor a sol’). Alikvotovany TeNT sa uchovaval pri -
20 °C a pocas operacie bol uloZzeny v Tlade. S toxinom sa pri vSetkych krokoch
manipulovalo vel'mi opatrne, bez prudkého mieSania a trasenia, aby nedoslo k jeho
znehodnoteniu. Davka potrebna na indukovanie epilepsie sa stanovila empiricky. Testovali
sa koncentracie 5 ng/ul (n = 2), 10 ng/pl (n = 2) a 20 ng/ul (n = 2). Kritériom bolo pouzit’
¢o najmensie mnozstvo TeNT, pri ktorom ddjde k rozvoju spontannych zachvatov na 5. az

8. den od aplikacie.

3.2 Skupiny zvierat

Na pokusy boli pouziti samci potkana kmenfia Wistar albino s hmotnostou
220 - 360 g. Zvierata boli drzané v plastovych boxoch vo zvieratniku Oddelenia vyvojovej
epileptoldgie. V miestnosti bola zaistend konsStanta teplota, vlhkost” a svetelny rezim 12 h

svetlo/12 h tma. Pristup k potrave a vode mali ad libitum.

Vsetky manipulécie so zvieratami boli vykonané podl'a Smernic o chove a vyuziti
laboratornych zvierat, v sulade so Zakonom ¢. 149/2004 Sb., vratane dodatku o ochrane
zvierat proti tyraniu, a Vyhlaskou Ministerstva polnohospodarstva Ceskej republiky
¢.207/2004 Sb., o ochrane, chove a vyuziti pokusnych zvierat a odpovedajicim

smerniciam Rady europskych spolocenstiev (European Community Council (2010/63/EC).

Skupiny zvierat sa zostavili podla Tabulka 3. Cielovou Strukturou bola oblast’
stratum radiatum CA3 pravého dorzalneho hipokampu. Koordinaty pre aplikaciu TeNT boli
jednotné pre vSetky skupiny: AP - 4,1; L 3,9; D 3,8. Vynimku tvoril pripad, ked sa
testovala stranova zavislost’ aplikacie TeNT a injekovalo sa do 'avého hipokampu (L - 3,9).
K overeniu spravnosti histochemickych metéd sa pomocou endotelinu pripravila tzv.

pozitivna kontrola. Lokalna ischémia v miestach aplikdcie (Tabulka 5) spdsobila
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degeneraciu neurénov, ¢o nam umoznilo testovat’ funkcénost’ farbenia pre FIB. Velkost

kazdej injekovanej davky bola 2 ul s obsahom endotelinu 40 pmol/ul.

Tabul’ka 3 Skupiny zvierat

Lézia hipokampu - TeNT 10 ng/pl

I?ep Strana  Experimentalne  Kontroly
perfuzie po o o
. aplikacie  zvieraté (n) (n)
operacii

4. dx 3 3
8. dx 10 5
16. dx 10 5
16. sin 3 -

3.3 Operacie zvierat

Zvieratd boli uvedené do celkovej anestézie inhaldciou isofluranu v pociatocnej
davke 5 % a pocas operacie bola znizena na 1,3 — 3 %. Hibka anestézie sa pravidelne
monitorovala pomocou pedéalneho reflexu. Telesn4d teplota bola udrZziavand pomocou
vyhrievacej podlozky na 37 °C. Zvierata boli upevnené do stereotaktického ramu (Obrazok
14). Zameranie pozicie pre aplikaciu roztoku bolo prevedené pomocou stereotaktického
ramena na zéklade koordinatov, ktoré st dané vzhl'adom k polohe bregmy na lebke

(Paxinos a Watson, 1998).

Roztok TeNT sa injekoval mikrolitrovou striekackou znacky Hamilton® Syringe,
7000 Series s tupou ihlou, aby sa zaistila presnd lokalizacia miesta aplikacie. Objem
jednotlivych ddvok TeNT bol 1 pl, s rychlost'ou aplikécie 0,2 pl/min. Thla bola ponechané v
mieste aplikacie po dobu 5 minut, aby sa predislo vyteCeniu roztoku otvorom v tkanive a

poskytol sa dostatocny ¢as pre difuziu roztoku.

Nasledne sa rana zosila atraumatickou chirurgiskou ihlou (silon, monofil; EP 0,5
USP 7/0; DS 12; Chirmax) a oSetrila Collodiom pre lepSie spojenie koznych lemov.
Analgézia sa podala subkutianne vo forme Metacamu (davka 0,5 ml/kg). Zvierata boli
rozdelené do boxov po dvoch a umiestnené na videomonitoring. Kontrolné skupiny

absolvovali rovnakl operéciu, ale namiesto roztoku TeNT sa aplikoval 1 pl zdkladného
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roztoku 0,05M PBS + 2 % BSA. V pripade pozitivnej kontroly iSlo o 4 aplikacie
endotelinu-1 (Sigma Aldrich, E7764) do prislusnych struktar (Tabulka 5).

aurikularne trne

Obriazok 14 Stereotaxicky ram (Ceberg et al., 2012). Pohl'ad zdola. Zviera je pocas operacie
fixované v troch bodoch: zavedenim aurikularnich tfiiov do zvukovodov a upevnenim zubov.

3.4 Videomonitoring

Zvierata, ktorym bol aplikovany TeNT, sa ihned’ po operacii umiestinli na
videomonitoring. Zaznam bol snimany kamerami 24 h denne. Slizil na monitorovanie
zdravotného stavu zvierat a na detekovanie rozvoja epilepsie.

Epileptické zachvaty sa vyhodnocovali podl'a Racinovej stupnice (Racine, 1972)

(Tabulka 4 a Obrazok 15 Racinova stupnica). Bez zaznamu EEG nebolo mozné s istotou
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urcit’ pritomnost’ zachvatov 1. a 2. stupna. Preto sa bral do tivahy iba vyskyt konvulzivnych

zachvatov (3. - 5. stupeii) najneskor na 10. den po operacii.

Tabul’ka 4 Racinova stupnica

Racinova stupnica

1. stupen pohyby ust a tvare
2. stupenl kyvanie hlavou
3. stupen klonicky pohyb jednou prednou koncatinou
4. stupent klonicky pohyb oboma prednymi koncatinami
5. stupent klonické pohyby a strata rovnovéhy
2. stupen 3. stupen
4. stupent 3. stupen

Obriazok 15 Racinova stupnica
3.5 Perfuzia zvierat

Transkadialna perfizia zvierat prebehla v casovych tsekoch podla Tabulka 3,
pozitivna kontrola sa perfundovala na 3. defl po operdcii, pricom defi operacie bol
povazovany za deii 0. Potkany sa predavkovali intraperitonealnou injekciou 20% uretanu.
Standardné podavané mnoZstvo bolo 5 ml, v pripade epileptickych potkanov bolo niekedy
potrebné zvysit' davku az na 10 ml. Pocas perfizie bola zaklipovana brusnd aorta medzi

pecenou a tenkym ¢revom. Thla sa zaviedla do 'avej komory a prestrihla sa prava predsien,
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aby mohla krv volne vytekat. Preplachovalo sa s 0,01M PBS izbovej teploty, a potom
ladovym 4% paraformaldehydom na zafixovanie tkaniva. Pouzivané objemy oboch

roztokov boli 400 ml, pripadne sa individualne zvysSovali podl'a potreby.

Tabul’ka 5 Koordinaty pre aplikaciu endotelinu

Mozgova truktira Koordinaty pre aplikaciu endotelinu (2 pl s obsahom

endotelinu 40 pmol/ul)
bazalne ganglia AP:0,0; L: 3,0; D: 5,0 AP:0,0; L: -3,0; D: 5,0
hipokampus AP:53;L:3,0;D:55 AP:53;L:-3,0;D:55

3.6 Spracovanie tkaniva

Mozog bol po extrakcii z lebky 3 hodiny postfixovany v 4% paraformaldehyde pri
5 °C. Potom nasledovala vzostupnd rada 10%, 20% a 30% roztoku sachardézy. V
jednotlivych roztokoch bol mozog ponechany 24 h pri teplote 5 °C. Nasledne sa zamrazil v
suchom Tl'ade na -80 °C alebo v blocku 30% sachardzy na -20 °C. Kryostatom (Leica CM
1900) sa krajali 50 pm hrubé koronarne rezy. Pre okamzité spracovanie sa ukladali do
0,0IM PBS. V pripade dlhodobého uskladiienia pri -20 °C sa pouzilo kryoprotektivne
médium (30 % etylénglykolu, 25 % glycerolu a 45 % 0,05M PBS), ktoré bolo nutné

ostranit’ pred d’al§im spracovanim premytim 3 x 5 min v 0,01M PBS.

3.7 Nisslovo farbenie

Pre Nisslovo farbenie sa rezy nat'ahovali z 0,01M PBS na poZelatinované podlozné
sklicka. Nechali sa voI'ne ususit’ niekol'’ko dni pri izbovej teplote, chanené pred prachom.
Na uvod farbenia sa rezy nechali v 96% etanole a chloroforme v pomere 1:1 po dobu 1 - 4
hodin. Potom nasledovala rehydraticia rezov v zostupnej etanolovej rade (100% 10 min,
90% 10 min, 70% 5 min), tak kratky oplach v 500 ml destilovanej vody okyslenej 0,25 ml
kyseliny octovej a nakoniec farbenie 7 - 12 min v roztoku krezylovej violeti. Rezy sa
preplachli pod pradom tecucej vody, nasledne sa dehydratovali a odfarbovali vo vzostupnej

etanolovej rade (70% 3 min, 90% 3 min, 100% 3 min, 100% 3 min). V tomto pripade iSlo o
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priblizné Casy a rezy sa priebezne kontrolovali pod mikroskopom, aby sa zaistilo
dostato¢né odfarbenie. Nasledoval kratky preplach v roztoku acetéonu a xylénu (2:1, 1:1,
1:2) a v xyléne. Rezy sa ulozili do xylénu a na druhy den sa Solakrylom montovali krycie

sklicka. Preparaty sa uchovavali pri izbovej teplote.

3.8 Histochemické farbenie FJB a DAPI

Fluorojade B (FJB) patri medzi fluorescentné¢ ligandy. Vyznacuje sa vysokou
afinitou k degenerujicim neurénom (apoptickym aj nekrotickym), vratane celého tela
bunky, axénov a dendritov. Po chemickej stranke sa jednd o zmes troch fluorochromov.
Zatial’ nie je znama presna molekula, na ktort sa FJB viaze. Spekuluje sa, Ze ide o

polyamin, konkrétne putrescin, kadaverin, spermadin alebo histamin (Schmued a Hopkins,

2000).

Zasobny roztok FJB sa pripravil v tme rozpustenim 10 mg prasku FIB (Chemikon
AG 310) v 100 ml redestilovanej vody. Nasledne sa rozpipetoval po 1 ml do ependorfiek a
zamrazil na -20°C. Rovnako sa pripravil aj zasobny roztok DAPI (Sigma Aldrich, 32670).
2,5 mg DAPI sa za tmy rozpustilo v 25 ml redestilovanej vody a po 1 ml zamrazilo na -
20 °C.

Farbiaci roztok FJB s DAPI sa pripravoval vzdy tesne pred pouzitim z 2 ml
zasobného roztoku DAPI, 4 ml zasobného roztoku FIB a 96 ml 0,1% kyseliny octove;j.

Rezy sa nat'ahovali z destilovanej vody alebo z 0,01M PBS na podlozné sklicka
potiahnuté 1% roztokom Zelatiny. Pred farbenim sa aspont 24 h susili pri teplote 37 °C.
Potom sa ponorili na 5 minut do roztoku absolutného etanolu a 5% NaOH v pomere 4:1,
alebo len do samotné¢ho absolutneho etanolu. Nasledovali 2 minuty v 70% etanole,
2 mintty v destilovanej vode, 10 minat v 0,06% permanganate draselnom (Sigma-Aldrich,
31404) na miesacom stoliku, 2 minuty v destilovanej vode, 20 minuat vo farbiacom roztoku
za tmy a nakoniec 3 X 1 minuta v destilovanej vode. Rezy sa nechali ususit’ v tme pri
teplote 37 °C do d’alSieho dia. Pred lepenim krycich skli¢ok boli odvodnené 3 X 2 minuty v

xyléne. Preparaty boli uchovavané v tme pri teplote 5 °C.

Na pripravu 0,1% kyseliny octovej a 0,06% permanganatu draseln¢ho sa pouzivala

redestilovana voda.
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3.9 Vyhodnotenie Nisslovho a histochemického farbenia FJB a DAPI

Farbené rezy sa prezerali na mikroskope Olympus BX. Vysledky sa zakresl'ovali do
8 koronarnych schém mozgu potkana z neuroanatomického atlasu (Paxinos a Watson,
1998). Urcovala sa podla nich poloha stopy po ihle a pritomnost’ FIB pozitivnych buniek.
Na zéklade prvotnych pozorovani Nisslovho farbenia boli z kazdého zvierata v skupine
D16. dx zhotovené fotografie dx a sin hipokampu a jeho jednotlivych ¢asti (Obrazok 16).
Zostavila sa z nich slepa $tudia podobna tej, aka vykonali Blimcke a kolektiv (2013). Z
farbenia pre FJB sa stanovil rostro-kaudalny rozsah poskodenia subikula, CA1 a hilu/CA4
podla vzorca: rozsah = hriibka rezu 50 pm x pocet rezov x 5 (farbil sa kazdy 5. rez). Udaje
sa dalej vyhodnocovali Sandardnymi Statistickymi metdédami. Fotky boli zhotovené

mikroskopom Olympus AX.

Zvadienie: 2x

Obrazok 16 Fotky pre slepu $tadiu. Cely hipokampus — zvidcSenie 2x; CAl — zvac¢Senie 20x;
hilus/CA4 — zvicsenie 10x.

3.10 Slepa Studia

Slepa Stadia obsahovala celkovo 104 fotografii z Nisslovho farbenia. ISlo o 13
zvierat, konkrétne 9 potkanov zo skupiny 16. dx, 2 kontrolné z rovnakej skupiny a 2

zvieratd z inych pokusov z Oddelenia vyvojovej epileptologie, u ktorych bola popisand HS.

41



Fotografie boli ¢islované ndhodne. Kazdy hipokampus a detaily jeho Struktar tvorili jeden

subor s identickym poradovym ¢islom.

Vybrali sa dve osoby skusené v oblasti histologie a epilepsie, ktoré mali za lohu
vyhodnotit’ fotografie podl'a stupnice 0-1-2 (0 = bez viditeného poskodenia; 1 = viditeI'né
poskodenie; 2 = hipokampdlna skler6za, ubytok neurénov nad 80 %) (Obrazok 17). Taktiez

boli poziadané o komentar v pripade zistenia d’alSich patologickych javoch.

Obrizok 17 Stupnica pre slepu §tidiu. A: 0 (bez viditeIného poskodenia); B: 1 (viditeIné
poskodenie); C: 2 (hipokampalna sklerdza, ibytok neurénov nad 80 %).
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4 Vysledky

4.1 Optimalizacia davky TeNT a videomonitoring

Rozvoj epilepticého syndromu u potkanov sme vyhodnocovali na zdklade vyskytu
konvulzivnych stuptiov zadchvatov Racinovej stupnice (Tabul'ka 4). Bez zdznamu EEG sa
nedali s urcitost'ou identifikovat’ nekonvulzivne zachvaty prvého a druhého stupia. Preto

sme nemohli sledovat’ dynamiku zachvatov a urcit’ presny zaciatok epilepsie.

S istotou ale mézeme potvrdit’ rozvoj epilepsie na 10. deni u vSetkych zvierat, ktoré
boli injekované davkou 10 a 20 ng/ul. U tychto potkanov sa vyskytovali konvulzivne
zachvaty stupna 5 Racinovej stupnice. Prejavom bolo prerusenie ¢innosti alebo strhnutie zo
spanku. Nasledovali mimické automatizmy a kyvavé pohyby hlavou. Zachvat pokracoval
klonickym pohybom najprv jednej, potom oboch prednych koncatin a postuplne preréstol
do straty rovnovahy. Pri obnoveni Standardnej fyziologickej aktivity sa vyskytoval tzv.
“wet dog shake”, zviera sa niekol'’kokrat spontanne otriaslo. Pre d’alSie pokusy sme preto
zvolili koncentraciu 10 ng/ul, pretoze kritériom je pouZzit’ o najmensie mnozstvo TeNT pre

indukciu syndromu TLE.
4.2 Indukcia epilepsie

4.2.1 Indukcia epilepsie u D16

U vsetkych potkanov skupine D16 (dx aj sin) sme potvrdili rozvoj spontannych
opakovanych epileptickych zachvatov. Konvulzivne prejavy sa objavili najneskor na 10.
dent po operacii a pretrvavali az do 16. dia. Dal§im pozorovanim bola zvysujica sa

agresivita a citlivost’, preto sme museli zvolit’ umiestnenie zvierat do individudlnych boxov.

4.2.2 Indukcia epilepsie u D4 a D8

V skupine D4 a D8 sme nedokazali s istotou potvrdit’ rozvoj epilepsie. Kvalita
videozaznamu neumoznovala rozlisit nekonvulzivny epilepticky zachvat od prirodzene;j

fyziologickej aktivity.
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4.3 Indukcia ischémie u slepej kontroly a farbenie pre FJB a DAPI

Zvolené koordinaty pre aplikaciu endotelinu sa ukazali ako vhodné pre indukciu
ischémie u potkana. Zviera malo znizenti schopnost’ pohybu a koordinaciu, ale bolo nad’alej
schopné prijimat’ vodu a potravu. Rezy mozgu sa pocas testovania metodiky spolahlivo

farbili pre FIB a DAPI.
4.4 Skupina D16

4.4.1 Skupina D16 - Nisslovo farbenie

Pomocou farbenia Nisslovej substancie sme hodnotili pritomnost’ makroskopickej
lézie hipokampu. Mrazenie v blo¢koch sachardzy zanechavalo na rezoch artefakty v
podobe znacne roztiahnutych ciev a komor, zamrazovanie v suchom lade bolo bez

artefaktov. Pri tomto farbeni sme tiez lokalizovali stopu po ihle a miesto aplikacie TeNT.

HS je definovand ako 80% strata neur6nov. Na Nisslovom farbeni to modZeme
pozorovat’ ako takmer Uplne vymiznutie buniek v oblastiach CA1 - CA4. V naSom pripade
sme makroskopickil 1éziu 1identifikovali v CAl oblasti v dorzdlnom hipokampe
kontralateralnom k injekcii u 4/9 potkanov v skupine D16-dx (Obrazok 18A-B). V
niektorych pripadoch sme pozorovali zniZen denzitu buniek v oblasti CAl. Zasiahnuté
boli oba dorzalne hipokampy, ipsilateralny u 4/9 a kontralateralny u 3/9 potkanov. ISlo o
stratu farbitelnosti Struktury oproti kontrole, ale zniZzena hustota buniek nekorelovala s
definiciou HS (Obrazok 18C-D). U 2/9 potkanov s TeNT bol hipokampus neposkodeny v
celom rozsahu (Obrazok 18E-F).
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Obrazok 18 Nisslovo farbenie, skupina D16. A-B: hipokampalna sklerdza; C-D: viditeI'ny ubytok
buniek na Nisslovom farbeni; E-F: normalny nélez u potkana s aplikovanym TeNT, zviera malo
rozvinuty epilepticky syndrom; G-H: kontrolné zviera A, C, E, G: kontralateralny hipokampus; B,
D, F, H: detail CAl, lolalizacia je vyznacena ¢iarkovane na A, C, E, G.




4.4.2 Vysledky slepej Studie

Cielom slepej stidie bolo nezavislé hodnotenie morfologickych nalezov u
tetanotoxinovych zvierat dvoma skiisenymi neuropatologmi, ktori maju bohaté skusenosti s
hodnotenim epileptického tkaniva ako z experimentu, tak z resekovaného tkaniva u
kandidatov chirurgickej liecby epilepsie. Slepej Studie sa celkovo zucastnili dvaja
neuropatologovia (R1, R2). Vyhodnocovanie fotiek zna¢ne zhorSovali artefakty sposobené
nevhodnym mrazenim. Vysledky hodnotenia jednotlivych rezov st zobrazené v Graf 4 a

Graf 5.

Graf 2 Zhoda medzi neuropatologmi - absolutna
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Vysledky hodnotenia naznacovali, Zze nedochadza k pomerne dobrej zhode, a to
predovsetkym v pripade hodnotenia preparatu s viditel'nym ubytkom a s nalezom bez
poskodenia. Analyzou hodnotenia rezov tetanotoxinovych zvierat sme zistili, Ze v pripade
HS dochadzalo ku zhode v 80 % (4/5 rezov, Graf 2 a Graf 3). V pripade viditeI'ného tibytku
sa neuropatologovia zhodovali v 48 % (12/25 rezov) a v pripade rezov bez poskodenia bola
zhoda iba 60 % (6/20 rezov). Statistické porovnanie pomocou neparametrického testu
(Mann-Whitney test, p <0,01) potvrdilo pritomnost’ signifikantného rozdielu v hodnoteni.
Pouzitie Cohenovho kappa testu, ktory je Specificky ur¢eny pre hodnotenie zhody medzi

hodnotitel'mi, preukazal nizku zhodu na trovni kappa 0,28, kedy sa neda vylucit, ze
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hodnotenie zhody nalezu moéze byt nahodné. Pravdepodobnou pri¢inou rozdielneho

hodnotenia bola odlisna prisnost” jednotlivych neuropatoléogov.

Graf 3 Zhoda medzi neuropatologmi - relativna
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V d’alSom kroku sme testovali hypotézu, ¢i sa hodnotenie tetanotoxinovych néalezov
bez poskodenia a s viditelnym ubytkom neurdénov lisi od hodnotenia kontrolnych rezov.
Overenie tejto hypotézy malo za ciel zistit, ¢i je moZné tetanotoxinovy model povaZovat
za model nelezionélnej epilepsie. V pripade prvého hodnotitel’a sa rozdiel tetanotoxinovych
rezov vyznamne lisil od kontrolnych nalezov (Mann-Whitney test, p < 0,05), zatial’ ¢o v
pripade druhého hodnotitela nebolo mozné rozlisit' hodnotenie kontrolnych rezov od
tetanotoxinovych (Mann-Whitney test, p >0,05). Vztah viditelného ubytku a HS s
pritomnost'ou neurdénov pozitivnych pre FIB preukézal pozitivnu korel4ciu na hladine 0,5
u prvého hodnotitela (Kedallov korelacny koeficient, p <0,05), zatial ¢o u druhého
hodnotitel'a popis rezov s Nisslovym farbenim nekoreloval s nalezom na rezoch farbenych

FJB (Kedallov korela¢ny koeficient, p < 0,05).

47



Graf 4 Hodnotenie jednotlivych regionov jednotlivymi neuropatologmi
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4.4.3 Skupina D16 - histochemické farbenie FJB a DAPI

Pomocou pozitivnej kontroly sme potvrdili funkéni metodiku farbenia pre FIB a
DAPI, ¢im sme vylucili pritomnost’ falosne negativnych vysledkov. Vyhodnocované
Struktiry na rezoch sa povazovali za pozitivne pre FIB (FJB+), ak boli v ich oblasti
pritomné minimalne 3 pozitivne bunky. Bez d’alSich markerov nebolo mozné odlisit’ oblast’
CA2, preto bola hodnotena spolocne s CA1. Farbenie DAPI sa vyuzivalo na identifikaciu
Struktary s FIB pozitivnymi bunkami.

Graf 6 Distribucia FJB v skupine D16 dx
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V mieste vpichu u kontrolnych zvierat v D16 sa uZ nenachadzali Ziadne degenrujlice
neurony ani FJB+ prach. Experimentalne potkany (7/9) mali FJB+ bunky pritomné v CA1
dorzalneho hipokampu kontralateralnemu k injekcii, u 1/7 zvierat aj ipsilateralne. Dalej sa
degenerujiice bunky vyskytovali v CA4 kontralateralneho hipokampu u 2/7 zvierat (Graf
6). Zaznamenali sme korelaciu medzi znizenym ubytkom neurénov a hipokampalnou
skler6zou s miestom vyskytu FIB+ buniek v oblasti CA1 (Obrazok 19). Nazorna distribucia

pozitivnych buniek popisuje schématicky Obrazok 20.
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Obrazok 19 FJB, skupina D16. A, C, E: detail CAl; B, D, F, : detail CA4; A-B: hipokampalna
sklerdza, kontralateralny hipokampus; C-D: na Nisslovom farbeni bola popisany videtel'ny ubytok
neurénov, ipsilateralny hipokampus; E-F: viditelny ubytok buniek na Nisslovom farbeni,
kontralateralny hipokampus.
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Obrazok 20 Schéma distribicie buniek pozitivnych pre FJB. Obrazok demonstruje rostro-
kaudalnu distribiciu FIB+ buniek v CA1 kontralaterdlneho hipokampu u 7/9 zvierat v skupine D16-
dx (vyznacené cervenou).

4.4.4 Aplikacia TeNT dolava — Nisslovo farbenie

Testovali sme zavislost’ ndlezu na Nisslovom farbeni v skupine D16 od strany, na

ktora sa TeNT aplikoval. Vysledky opédt’ ukazali poSkodenie CAl v kontalateralnom

o1



hipokampe. HS bola u 1/3 zvierat a viditelny ubytok u 2/3. Ipsilateralne sme

nezaznamenali Ziadnu zniZzenu denzitu farbenia.

Obrazok 21 Nisslovo farbenie, skupina D16-sin. A,E: kontralateralny hipokampus; B, D, F, :
detail CA1l, lolalizacia je vyznacena Ciarkovane na A, C, E; C: ipsilateralny hipokampus; A-B:
hipokampalna skleréza; C-D: ipsilateralny hipokampus bez viditeného nalezu na Nisslovom
farbeni; E-F: vidite'ny ubytok buniek na Nisslovom farbeni, kontralateralny hipokampus.
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4.4.5 Aplikacia TeNT dol’ava - histochemické farbenie FJB a DAPI

Lokalita buniek pozitivnych pre FJB opét’ korelovala s miestom vyskytu HS a
viditel'ného ubytku. Zasiahnud bola CA1 kontralateralneho hipokampu u 3/3 zvierat a
ipsilateralneho u 1/3. Navyse boli pozitivne bunky pritomné aj v kontralateralnej CA4 u 2/3

potkanov (Graf 7).

Obrazok 22 FJB, skupina D16 sin. A-B: cely hipokampus, kontralateralny; C a E: detail oblasti
CAL, D: detail CA4.
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Graf 7 Distribucia FJB v skupine D16 sin
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4.5 Skupina D8 a D4

45.1 Skupina D8 a D4 - Nisslovo farbenie

Na zdklade néalezu u skupiny D16 sme sa pozreli, ako sa meni Struktara hipokampu
v skorSich obdobiach po aplikécii TeNT. Nisslovo farbenie vSak neukézalo pritomnost HS
a ani viditelny Ubytok u zvierat v skupinaich D8 a D4. Mikroskopicky obraz
experimentalnych zvierat sa zhodoval s kontrolami, iba u jedného zvierata z D8 bol

pozorovany viditeI'ny ubytok neuréonov v CA1 kontralateralneho hipokampu (Obrazok 24).
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Obrazok 23 Nisslovo farbenie, skupina D4. A-B: kontralateralny hipokampus, experimentalne
zviera; C-D: ipsilateralny hipokampus, experimentalne zviera; E-F: ipsilateralny hipokampus,
kontrolné zviera. A, C, E: hipokampus; B, D, F: detail CAl, lokalizicia na reze znazornena
¢iarkovane na fotkach A, C, E.
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Obrazok 24 Nisslovo farbenie, skupina D8. A-B: kontralateralny hipokampus, u ktorého bol
pozorovany viditelny ubytok buniek; C-D: kontralateralny hipokampus bez zjavnuho ubytku; E-F:
ipsilateralny hipokampus bez zjavného ubytku neurénov. A, C, E: hipokampus; B, D, F: detail
CAl, lokalizacia na reze znazornena ¢iarkovane na fotkach A, C, E.
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4.5.2 Skupina D8 - histochemické farbenie FJB a DAPI

Miesto distribucie TeNT esSte vykazovalo ista slabu pozitivitu pre FIB, rovnako sa
FJB+ bunky vyskytovali aj v oblasti prechodu ihly cez CAl. Degenerujuce neurdny sme
pozorovali ipsilateralne u 3/8 a bilateralne u 2/8 potkanov (Obrazok 25) (Graf 9).
Ipsilateralne iSlo o pozitivitu v oblasti subikula a CAl, kontralaterdlne sa pozitivivita
vyskytovala iba v CAL. Rostro-kaudalny rozsah degenerujucich buniek je zaznamenany v
Graf 8.

Obrazok 25 FJB, skupina D8. A: detail CAl kontralateralneho hipokampu; B: detail CAl
ipsilateralneho hipokampu; C: detail subikula ipsilateralneho hipokampu.

Graf 8 Rostro-kaudalny rozsah distribiicie FJB. Smerodatna odychla (SEM).
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4.5.3 Skupina D4 - histochemické farbenie FJB a DAPI

U vsetkych experimentalnych zvierat bolo miesto distribucie TeNT viditeIné ako
FJB+ prach (Obrazok 26A). U kontrol sa podobny nalez nevyskytoval. Jeden potkan mal
rozsiahlu pozitivitu v DG a CA4, ktora bola spésobena pravdepodobne aplikaciou TeNT
priamo do CA4 (Obrazok 26C).

Graf 9 Distribucia FJB v skupine D8
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Obrazok 26 FJB, skupina D4. A: cely hipokampus, miesto vpichu vyznacené Ciarkovane;
experimentalne zviera; B: cely hipokampus, miesto vpichu vyznacené ciarkovane, kontrolné
zviera; C: detail CA4 v mieste distribucie TeNT; D: detail CAL, experimentalne zviera, negativita
pre FJB; E: detail oblasti DG, miesto prechodu ihly, kontrolné zviera.
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5 Diskusia

TeNT sa v experimentadlnych podmienkach vyuziva na indukciu epileptického
syndromu u potkana. Doposial’ je zaznamenany epileptogénny efekt po aplikacii do kory
(Nilsen et al., 2005) a do dorzalneho aj ventrdlneho hipokampu (Ferecské et al., 2013;
Mellanby et al., 1977). V naSej §tadii sme potvrdili rozvoj epileptickych zachvatov u
potkanov v skupine D16 po aplikacii TeNT do CA3 dorzalneho hipokampu. Behavioralne
prejavy zachvatu korelovali s Racinovou stupnicou pouzivanou pre klasifikaciu zachvatov
u pilokarpinoveho a kainatového modelu (Tabulka 4) (Racine, 1972). Zvolili sme
miniméalnu davku TeNT, aby sa prediSlo nadmernému umieraniu neurénov v mieste
aplikécie (Bagetta et al., 1990).

Pri upevilovani mozgov zamrazenych na -80 °C na podlozku v kryostate pomocou
vody nedochadzalo k vyplneniu vzduchovych priestorov medzi hemisférami a mozgovym
kmenom. Takéto nedokonalé fixovanie zapri€inilo odlamovanie kaudalnych Casti hemisfér
a znehodnocovalo sa tkanivo s entorhinalnou korou, ktora predstavuje jednu z vyznamnych
Struktar zapojenych do epileptogénnej aktivite pri TLE (Bartolomei et al., 2005). Preto sme
pristipili k zamrazovaniu mozgov zaliatych v blo¢ku 30% sachardzy, €o sa ale z
technickych pri¢in realizovalo pri -20 °C. Tato modifikacia sa ukazala ako nevhodna,
pretoZze pri pomalom zamrazovani vznikaja vel'ké krystaly 'adu a znehodnocuju tkanivo
artefaktami v podobe roztiahnutych ciev. Vysledny obraz bol znacne skresleny a
znemoznoval akukol'vek kvantivikdciu vysledkov. Bunky pozitivne pre FJB a HS sa dali
rozliSit’ bez vacSich taZkosti, problém predstavovala identifikacia znizenej denzity buniek

od neporuSendho tkaniva.

Pritomnost’ degenerujticich neuronov bola popisand uz 24 h po inicidlnom SE v
lezionalnom modeli TLE (Furtado et al., 2011). V naSej $tadii sme u zvierat v skupine D4
zachytili morfologicki stavbu hipokampu v obdobi epilepogenézy. Ide o €as medzi
aplikaciou TeNT a rozvojom spontannych zachvatov (Finnerty a Jefferys, 2000). Na
zéklade nezmeného histologického obrazu Nisslovho farbenia experimentalnych zvierat
oproti kontroldm a nalezom negativnym pre FJB moZeme konSatovat, Ze TeNT

nesposobuje bezprostredne po aplikacii stratu neurénov hipokampu.
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Obraz Nisslovho farbenia skupiny D8 neukazal ziadne morfologické rozdiely medzi
experimentalnymi a kontrolnymi potkanmi, ale na ziklade FJB sme uZz pozorovali
pritomnost” degenrujucich neurénov. Prednostne bol zavzaty ipsilateralny hipokampus a
subikulum (63 % zvierat), ale u 25 % pripadov sme zaznamenali za¢inajicu degeneraciu aj
v kontralateralnej CA1l. Z hl'adiska epileptogenézy u tetanotoxinového modelu sa jedna o

obdobie rozvoja nekonvulzivnych epileptickych zachvatov (Jefferys a Williams, 1987).

U D16-sin bol obraz distribucie FIB+ buniek a behavioralne prejavy zachvatu
totozné so zvieratami v DI16-dx, preto sme vylucili zavislost' efektu TeNT na rozvoj
epilepsie a degeneraciu neurénov od injekovanej strany mozgu. V Nisslovom farbeni sa
10% HS popisuje kontralateralne k aplikacii TeNT do ventrdlneho (Shaw et al., 1990) a
30% HS pri injekcii do dorzalneho hipokampu (Jefferys et al., 1992). Nasa studia ukazala
kontralaterdlnu HS az v 44 % potkanov, ¢o vSak moze byt zapri¢inené nizSim poctom
zvierat v experimentéalnej skupine. Doposial’ publikované ¢lanky zamerané na histologicky
obraz hipokampu u tetanotoxinového modelu udévaji 30 potkanov na skupinu, priCom my
sme pracovali so vzorkou iba 9 zvierat. Zatial' nie je zname, Co je priCinou stranového
posunu degeneracie neurdénov z ipsilateralnej strany u D8 na kontralaterdlnu u D16. Pre
kompletny obraz o degeneracii neurénov v tetanotoxinovom modeli TLE by eSte bolo
vhodné zmapovat’ vyskyt FIB pozitivnych buniek bezprostredne po aplikécii v intervale 24
aj 48 h a sledovat’ vyvoj degeneracie v kontralateralnej CA1 od 16. dia az do definitivnej

straty pozitivity pre FJB.

Pouzili sme slepu $tadiu na potvrdenie vysledkov ohl'adom HS a viditeIné¢ho
ubytku neuronov, ktoré boli pozorované pri Nisslovom farbeni. Rezy sa hodnotili podl'a
rovnakej stupnice akéd bola popisand pri klasifikéacii typov TLE u l'udi (Bliimcke et al.,
2013). Napriek tomu sa ndm podarilo potvrdit’ vyskyt HS so zhodou 80 %. Pre vidite'ny
ubytok neuronov boli vysledky variabilnejsie, co mdze byt nasledok rozdielnej prisnosti
hodnotitel'ov pre normélny nalez a malého poctu rezov s klasickou HS. Pre d’al$iu stadiu
zvazujeme pouzitie fabenia NeuN v kombinécii z hematoxylinom, pretoze farbi priamo
neurény, a to umozni lepSie kvalitativne hodnotenie straty neurénov, ¢i morfoldgiu danej

Struktiry. V budutcnosti tiez planujeme pouzit’ okrem trojstupfiového hodnotenia aj d’alsi
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parameter, kde budu neuropatolégovia hodnotit’ proporcionalnu stratu neurénov a hodnotit’

sa budu predovsetkym celé rezy.

Na zaklade vysledkov z Nisslovho farbenia a farbenia pre FIB sme potvrdili
neleziondlnu povahu tetanotoxinového modelu TLE. Straty neurénov, HS a viditetny
ubytok, boli pozorované az na 16. denn od aplikécie, ¢o je obdobie, kedy mali vSetky
experimentalne zvierata opakované spontanne zachvaty po dobu minimélne 7 dni. Proces
epileptogenézy prebichal bez degeneracie neuronov (D4). Napriek tomu, Ze na 8. deni boli
zaznamenané¢ FJB+ bunky v oblati CA1, Nisslovo farbenie neukdzalo ziadnu vidite'na
1éziu hipokampu. Nelezionalnu povahu d’alej potvrdzuje zistenie, ze k uspe$nému rozvoju
epileptického syndromu doslo aj u potkanov, ktori nevykazovali Ziadnu pozitivitu pre FIB a
ich hipokampus bol totozny s hipokampom kontrolnych zvierat. TeNT sa v neurdnoch Siri
retrogradnym transportom s rychlostou 2,88 - 19,96 mm/h (Stockel et al., 1975). To
naznacuje, ze sa moze v priebeht niekolkych hodin po aplikacii potencialne rozsirit’ do
celého mozgu potkana. Zaroven existuje zmienka o silnych kontralaterdlnych spojoch z
CA3 do stratum oriens CA1, ktoré tvoria az 60 % (Shinohara et al., 2012). Na zaklade
tychto faktov mo6Zeme predpokladat’, ze TeNT v neuronoch kontralateralnej a ipsilateralne;
CAl, v niektorych pripadoch aj v CA4, sposobuje zmeny, ktoré vplyvom epileptickych
zachvatov vedl k degenerécii neurénov. Samotna degeneracia vSak neslizi ako substrat pre
vznik zachvatov, pretoZe k nej dochadza az pri nastupe epilepsie, nie pocas epileptogenézy,
ako je tomu u lezionalnych modelov epilepsie (Furtado et al., 2011).

Otéazka lezionality tetanotoxinového modelu je dolezitd pre interpretaciu vysledkov
elektrofyziologickych stadii. Existuje hypotéza, ze vysokofrekvencné oscilacie (HFO; angl.
high frequency oscillations) charakteristické pre epileptogénnu aktivitu st nasledkom straty
neur6énov (Staba et al., 2007). V tetanotoxinovom modeli TLE boli HFO popisané v DG a
oblastiach CA1-3 (Jiruska et al., 2010), avSak nasa $tadia neukazala stratu buniek v DG u
ziadneho z injekovanych zvierat. Z toho vyplyva, Ze strata neuronov nebude mat’ primarnu

ulohu v genéze HFO ako sa povodne myslelo.

Na strate neuronov je zaloZzend aj hypotéza zvySenej neurogenézy v DG.
Predpoklada sa, ze 1ézia DG, ktora vznika ako nésledok SE v modeli chronickej epilepsie,

vedie k narastu neurogenézy v subgranularnej zone (Kuruba et al., 2009) a rovnako bola
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zvySend neurogenéza popisana aj v tetanotoxinovom modeli, avSak pocet buniek
pozityvnych pre kaspazu 3 (marker apoptozy) sa oproti kontrolam nelisil (Jiruska et al.,
2013). Pouzitim farbenia FJB nase vysledky vylucili pritomnost’ aj ostatnych typov
bunkovej smrti v oblasti DG. Preto nad’alej ostava otvorena otazka, ¢o zvySuje neurogenézu

v modeloch TLE.
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Zaver

V tejto stadii sme potvrdili nelezionalnu povahu tetanotoxinového modelu TLE. K
rozvoju epileptického syndromu u potkanov dochédzalo aj bez straty neurénov v oblasti
hipokampalnej formacie. HS bola detekovand v kontralaterdlnej CA1 u 40 % zvierat v
skupine D16 a slepa studia naSe vysledky potvrdila. V pripade urCovania viditeI'ného
ubytku neurénov voci kontroldm a zvieratam bez degenerujucich buniek moézeme
hodnotenie respondentov povazovat za ndhodné, Co opit podporuje nelezionalitu
tetanotoxinového modelu. Casovy profil degeneracie ukazal negativny nalez v skupine D4
a zaznamenali sme posun degeneracie buniek z ipsilateralnej CA1 v 8. dni na
kontralaterdlnu CA1 v 16. dni od aplikacie. Tieto vysledky pontkaju priestor pre d’alSie
otazky ohl'adom substratu pre vznik zachvatov v epileptickom syndrome a zaroven zvysSuju
doveryhodnost’ tetanotoxinového modelu pre vyskum patofyzioldgie nelezionalnej

epilepsie.
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