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1. UvoD

Nerovnovaha mezi excitaénimi a inhibi¢nimi dé€ji v CNS muZe v né€kterych
jejich ¢astech vést ke vzniku patologické rytmické aktivity - epileptického
zachvatu. Pfi projevech i klasifikaci zachvatl hraje klicovou roli jejich lokalizace
ve strukturach CNS. Nejc¢astéji je do epileptické aktivity vtaZzen limbicky systém
a neokortex, konkrétnich typti zachvatu je vSak z klinické praxe i na zvifecich
modelech zndmo mnoho. Epileptick4 aktivita mize koncit ndhle ve vSech
postizenych oblastech mozku, ¢i zaniké postupn€ s pozvolnym névratem
normalni aktivity v danych strukturach. Za ukonceni epileptického zachvatu jsou
vSak vzdy zodpovédné aktivni mechanismy.

Probéhly zéchvat po sob€ zanechdvéa v mozku kratkodobé i dlouhodobé
stopy. Samostatnou kapitolou jsou dlouhodobé zmény v souvislosti s progresivni
epileptogenezou a vznikem onemocnéni zvaného epilepsie; problematika
dlouhodobych a trvalych nasledki epileptického zachvatu viak piesahuje
tematicky ramec predkladané prace.

V bezprostiednim pozachvatovém obdobi miizeme vsak ve vlastnostech
postiZenych struktur také sledovat urcité zmény. V prvni fad¢ jde o tzv. fazi
postiktdini deprese. Postiktalni deprese je kratka perioda sniZené citlivosti k
novému epileptogennimu podnétu. Neschopnost zii¢astnénych struktur generovat
novy zachvat je mozné studovat experimentalné pomoci péru stejnych
stimulacnich podnéta aplikovanych v kratkém ¢asovém intervalu. Odpovéd’ na
druhy z nich je pak zkracena ¢i jinak oslabena, nebo chybi viibec. Na fazi
postiktalni deprese plynule navazuje perioda citlivosti zvy$ené, kdy druhy stejny
podnét vyvola naopak odpovéd’ siln€jsi. Tento cyklus excitability se odehrava v

méfitku desitek minut po skon¢eni zdchvatu a mize jit o projevy zménénych

vlastnosti receptort ¢i iontovych kanalt. Napt. v limbickém systému jsou v ném



prokazatelné zapojeny opioidni receptory (Frenk et al., 1979; VeliSek and Mares,
1992). Posuny v excitabilité jsou v§ak patrn¢ multifaktoridlniho ptivodu, v ivahu
ptipadaji také metabolické zmény neuronti, gliovych bunék, zmény
extracelularniho prostoru a fada jinych faktord.

Schopnost centrélni nervové soustavy potlaCit probihajici epilepticky
zachvat a vznik postiktalni deprese vypovidaji o ptitomnosti ur€itych aktivnich
mechanismu, jejichz ¢innost je vyvolana v pribéhu této silné specifické
patologické zatéZe. Otazka po podstaté takovych mechanizmi (a v SirSich
souvislostech po podstaté regula¢nich mechanizmi nervové tkané¢ viibec) je jisté
motivaci, ktera stoji v pozadi prezentovanych experimenta.

Tato diplomova prace ma za cil prvni orienta¢ni nahled na ptipadny
vyznam gabaergni inhibice v cyklu excitability neokortexu. PouZzita metodika
vychazi ze zkuSenosti laboratote, kde byla diplomova prace realizovana. Na
zdejSim béZné€ pouzivaném modelu (laboratorni potkan s chronicky
implantovanymi mozkovymi elektrodami, epilepticky zdchvat vyvolavén
elektrickou stimulaci charakteristickych parametri) byl testovan vliv baclofenu,
ktery je znam jako specificky agonista GABA receptorti typu B. Ziskané
poznatky ukazuji, Ze tento inhibi¢ni systém se v neokortexu na vzniku postiktalni
deprese, tj. zmén vyprovokovanych probéhlym zachvatem, skute¢né podili,
ackoliv zakladni (ptedzachvatova) urovei excitability jim neni vyrazné

ovlivnéna.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. GABAg receptory

y-amino-maselna kyselina (GABA) je hlavnim inhibi¢nim
neurotransmiterem v sav¢i centralni nervové soustave. Jeji specificky ucinek se
realizuje pomoci tfi znamych typtt GABA receptoru: typu A,B a C. Receptory
GABA, a GABA( jsou ionotropni, jejich funkce souvisi se zménami vodivosti
CI kanalu.

Receptor GABAg je metabotropni, tzn. funkén€ spjaty z trimernimi G-
proteiny. Jeho molekula obsahuje sedm transmembranovych priniki, pticemz C-
konec se nachazi uvnitt buriky. Sekven¢éné je ptibuzny metabotropnimu receptoru
glutamatovému (Kaupmann et al., 1997), funkéni GABAg receptor vSak
vystupuje jako heterodimer podjednotek GABAgR1 a GABAgR2 (Jones et al.,
1998; Kaupmann et al., 1998; White et al., 1998; Kuner et al., 1999). Vazba
podjednotek probiha na jejich C-koncovych doménach, které obsahuji "coiled-
coil" strukturni motiv. Dimerizace je pro funkci receptoru nezbytnd, samotné
podjednotky R1 jsou sice schopné vazat agonisty, bez pfitomnosti podjednotek
R2 vSak nevstupuji do plazmatické membrany, také afinita a specifita k ligandim
a dalsi vlastnosti jsou dimerizaci zésadn€ ovlivnény (Jones et al., 2000).

Pfirozeny agonista GABAg receptoru (y-amino-maselna kyselina) vznika v
neuronech z glutamatu odstépenim karboxylové skupiny u¢inkem glutamat
dekarboxylazy (GAD). Ze synaptické Stérbiny je GABA odstrafiovana zpétnym
vychytavanim (reuptake) presynaptického neuronu a gliovych bunék, tamtéz
probiha také jeji odbouravani. Kone¢nym produktem degradace jsou opét
glutamat a také sukcinat. Z vyzkumného i medicinského hlediska jsou obzvl4sté
dileziti uméle syntetizovani agonisté a antagonisté se specifitou pouze ke

GABAG typu receptorti. V soucasné dobé je nejcastéji pouzivanym specifickym



agonistou baclofen (B-p-chlorofenyl-y-amino-méselné kyselina). Antagonistu je
naproti tomu k dispozici daleko vétSi vybér. Tradi¢nim a osvéd¢enym
kompetitivnim antagonistou je napt. CGP 35348 (kys. P-(3-aminopropyl)-P-
diethoxymethylfosforita). V ptislu$né literatute je viak popsano mnoho dal$ich,
se stale se zvySujici specifitou a potenci (Bittiger et al., 1993; Froestl et al., 1995;
Ong et al., 1998). Nevyhodou vétsiny z nich, coZ plati také o agonistickém
pusobeni baclofenu, je nejasnd, patrné stejné specifita k pre- i postsynaptickym
GABAG receptorim (Blaxter and Carlen, 1985), ackoliv byla jiz také publikovéana
v tomto sméru nadé&jna zprava o novych antagonistech (Ong et al., 2001).
RozliSeni presynaptického a postsynaptického plisobeni baclofenu je mozné in
vitro kuptikladu pomoci pertussis toxinu, ktery inhibuje postsynaptickou
hyperpolarizaci, presynapticka funkce k této latce citliva neni (Seabrook et al.,
1990). V souvislosti s baclofenem je tieba zminit se také o stereospecifité jeho
uc¢inku, nebot’ jeho R-(-) stereoizomer ma mnohem vyssi potenci nez S-(+)
stereoizomer (Bowery et al., 1985), a také o podstatné vlastnosti baclofenu,
kterou je jeho dobré prostupnost hematoencefalickou bariérou (Bowery et al.,
1997).

Molekularnimi efektory GABAg receptoru jsou, samoziejmé
zprostiedkované pomoci aktivace ptislusnych G-proteintl, predev§im adenylyl
cyklaza, draslikové iontové kandly a vapnikové iontové kanaly. Diskutovany byly
i n€které dalsi signalni cesty, napf. interakce receptoru s fosfolipazou C
(Crawford and Young, 1988), nebo fosfolipazou A (Duman et al., 1986), prvni tii

Zakladni vliv GABAGg receptoru na aktivitu adenylyl cyklazy je inhibi¢ni,
formace cAMP je jim sniZovéna, a je sprostiedkovéan a-podjednotkou Gi/Go
skupiny G-proteinti. AvSak za specifické situace, kdy je adenylyl cyklaza
soucasn¢ stimulovéana n¢kterym transmiterovym systémem pouZivajicim k

ptenosu informace Gs proteiny, miZe mit aktivace GABAg receptorid za nasledek



naopak facilitaci takového stimulaéniho vlivu a tim paradoxné zvySovat
koncentraci cAMP v burice (Karbon and Enna, 1985; Andrade, 1993).
Mechanizmus popsaného efektu spociva ve schopnosti podjednotkového
komplexu By stimulovat nékteré druhy adenylyl cyklaz -napt. typ II. (klasifikace
viz. Tang and Gilman, 1992), pfi¢emz komplex By nemusi pochézet vyhradné z
Gs typu G-proteinu, ale také ze jmenované skupiny Gi/Go. Takto interaguje
GABAj -ergni signalizani systém se systémem noradrenergnim, histaminergnim
i jinymi.

Zvysena vodivost K+ kanali jako disledek GABAp aktivace je efekt,
ktery mizeme sledovat na postsynaptické membrané¢ GABA-ergnich inhibi¢nich
synapsi . Je podkladem tzv. pozdniho inhibi¢niho postsynaptického potencialu
(IPSP). Jak nazev napovida, kinetika pozdniho IPSP se odliSuje od rychlého a
kratkého IPSP vznikajiciho pfi stimulaci ionotropnich GABA 4 receptort, které
ptimo reguluji tok Cl- iontl. Od stimulace presynaptické terminély k nastupu
pozdniho IPSP tak uplyne ptiblizné 20 ms, vrcholu hyperpolarizace je dosazeno
za 200 ms a pozvolny névrat k ptivodni hodnoté membranového potenciélu trva
jesté n€kolik dalsich stovek milisekund. Cely IPSP muze trvat az 1500 ms,
vysledny posun membranového potencialu €ini 10 - 20 mV (Mott, 1996).
Nejpravdépodobnéji se na zménach draslikové vodivosti podileji K+ kanaly typu
inward-rectifiers (Mott and Lewis, 1994).

V presynaptické membrané se GABAp receptory vyskytuji také. Jejich
vyznam zde je komplikovanégj$i neZ vyznam receptorti postsynaptickych, také
dil¢i mechanizmy jejich pisobeni jsou dosud hiife objasnény. GABAp receptory
pravdépodobné plisobi inhibi¢né na napétim ovlddané Ca2+ kanély, méni
charakteristiky jejich napétové zavislosti (Mott, 1996) a tim dokazi sniZit celkovy
tok Ca2+ do buiiky béhem akéniho potencialu. Takto mize byt omezen vylev
excitaénich neuromediatort, napf. noradrenalinu (Bowery and Hudson, 1979)

nebo excita¢nich aminokyselin (Seabrook ef al., 1990). GABAg receptory jsou
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vSak znamy téZ jako presynaptické autoreceptory na samotnych GABA-ergnich
zakoncenich, kde zprosttedkovavaji negativni zpétnou vazbu pii regulaci vylevu
GABA (Davies et al., 1991; Deisz, 1996b). V problematice presynaptické
inhibice ale pfetrvava mnoho nejasnosti, zejména ohledné fetézce kroku
propojujicich receptor s kanély, pochyby jsou téz o konkrétnich typech
zucastnénych Ca2+ kanala, n€kdy dokonce o jejich podilu viibec (Scanziani et
al., 1992).

Siroké zastoupeni receptort pro GABA v mozkovych strukturach
poukazuje na jejich zasadni vyznam v CNS. Kvantitativni studie zaméfené na
distribuci GABA, a GABAp vazebnych mist v potkanim mozku (Bowery et al.,
1987; Chu et al., 1990) ptinaSeji tyto poznatky:

a) ve veétSin€ regionud pievazuji receptory typu A nad receptory typu B

b) vyjimkami, kde je tomu naopak, jsou zejména molekularni vrstva
mozecku (dendrity Purkynovych buné€k a presynapse paralelnich vlaken),
ventrobazalni thalamus, amygdala (ncl. lat. amygdalae), a déle tractus habenulo-
interpeduncularis a ncl. interpeduncularis (mezencefalicka sou¢ast limbickych
struktur)

c) receptory B byly spolecné s receptory A prokézany ve velkém mnoZstvi
také v celé kiife mozku, obzvlasté ve vné€jsich Ctyfech vrstvach, v colliculus
superior a také v corpus geniculatum mediale i laterale

d) mizivé mnozstvi GABAg receptori je pfitomno v corpus callosum

Krome toho jsou GABAg -ergni inhibi¢ni neurony bézn¢ ptitomny v
patetni miSe (lamina II a IIT), kde ovliviiuji funkci primérnich aferent (Bowery et
al., 1987) a v gangliich sympatického autonomniho systému, kde reguluji vydej
katecholaminti (Kerr and Ong, 1995).

Z medicinského hlediska nejsou zatim specifické ligandy GABAg
receptoru pfili§ vyuzivany. Jedinou tradi¢ni problematikou, v niz aplikace

baclofenu figuruje coby mozna volba, je spasticita jako disledek poruchy
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pyramidalni drahy (Kerr and Ong, 1995). Myorelaxa¢ni d¢inek baclofenu se
realizuje na mi$ni urovni inhibici mono- i polysynaptickych reflexi. P#i vys$Sich
davkach ma vSak baclofen i nepfijemné vedlejsi uc¢inky: zavraté, nevolnost,
zmatenost, ospalost, mozné ztraty védomi a respiraéni komplikace. Dal$i nadéjné
oblasti klinického vyuziti jsou teprve objevovéany. Je studovan mj. podil GABAg
receptorud pfi vzniku nékterych epileptickych zachvati (napf. typu absence, kde
hraji roli v patologické aktivité thalamo-kortikélniho reverbera¢niho okruhu, viz.

déle), nebo vyznam GABAp inhibice pfi regulaci nocicepce (Hammond, 2001).

2.2. Thalamo-kortikalni reverberaéni systém

Thalamo-kortikalni reverbera¢ni systém je jeden z modula¢nich systémii
centralni nervové soustavy regulujicich kvalitativni a kvantitativni uroven
védomi, t.j. v€édomi ve smyslu bdé€losti a aktuéalni schopnosti pfijimat a
zpracovavat informace. Funkce thalamo-kortikélniho systému je svazana s
dilezitym okruhem -ascendentnim retikularnim aktivaénim systémem (ARAS),
jehoZz popis je tfeba zde nastinit. ARAS je soucésti retikularni formace, aferentné
je propojen s nespecifickymi kolateradlami senzorickych drah a jeho eference miti
jednak k nespecifickym pfevodnim jadriim thalamu, jednak difiizné pfimo do
kary. Velka konvergence jeho vstupti zajiSt'uje integraci signalii ze vSech
smyslovych modalit a umoziiuje vyhodnotit celkovou uroven smyslového
drazdéni. ARAS se mimo jiné podili na pfechodu ze spanku do bd¢lého stavu
(probouzeci reakce, arousal reaction). Reverbera¢ni a modulaéni systém thalamo-
kortikalni je s retikularnim aktiva¢nim systémem funk¢né€ spjat v jistém
antagonistickém smyslu -poklesne-li nespecificka retikulo-thalamické aference z
ARAS, zvySuje svou ¢innost thalamo-kortikéalni okruh. Jeho reverbera¢ni aktivita
pusobi jako filtr pfichézejicich signélti a mozkova kira je za takové situace

chranéna pied ruSivymi podprahovymi smyslovymi podnéty. Na



elektroencefalogramu (EEG) pak mizZeme sledovat pravidelny synchronni
rytmus. Behavioralnim korelatem této synchronizace je pak sniZeni bd¢losti.

Thalamo-kortikalni okruh tvofi tfi skupiny neuront ve vzajemném
recipro¢nim propojeni: inhibi¢ni neurony ncl. reticularis thalami, excita¢ni
neurony thalamickych ptevodnich buné€k (relay cells) a korové pyramidalni
neurony. Pacemakerem, zdrojem rytmické aktivity, mize byt patrné samotné ncl.
reticularis, za ptirozenych podminek jsou v§ak synchronizovany téz thalamo-
kortikalni (pfevodni) neurony a nasledné i aktivita kary (Krosigk ef al., 1993;
Kostopoulos, 2000). Primarni rytmus pravdépodobné vznika diky vzdjemnym
inhibi¢nim zpétnym vazbam uvnitf ncl. reticularis thalami, nebo mezi ncl.
reticularis a pfevodnimi burikami, které pti aktivité neuronti zptisobi jejich
néslednou vyraznou hyperpolarizaci. Pti hyperpolarizaci za¢nou ptes bunécnou
membréanu zicastnénych neuront téci tzv. zpétn€ usmériujici proudy (inwardly
rectifying currents), pfi¢emz zpisobeny posun membranového potencilu
(smérem ke klidové hodnot¢) otevie T (low-voltage-activated) Ca2+ kanaly. To
mé okamzit€ za nasledek dalsi excitaci neuronu (Huguenard et al., 1995) -tzv.
odrazena aktivace, rebound activation. Vépnikové kanaly v§ak podléh;ji rychlé
inaktivaci a pro obnoveni aktivovatelného stavu je potiebna pfechodna
hyperpolarizace, coZ je v tomto pfipad€ zajiSté€no prave inhibi¢ni zpétnou vazbou
(Caddick and Hosford, 1996). Z thalamu se rytmické vyboje §itfi do klry a na
EEG pak mizZeme sledovat synchronizaci elektrické aktivity.

Aktivita thalamo-kortikéalniho okruhu se na EEG projevuje nejcastéji v
podobé alfa vin -pfi zavieni o¢i, nebo spankovych vieten -ve druhém spankovém
stadiu (Servit, 1983), v patologickém piipad€ nekterych epileptickych zachvatl
pak také typickym rytmickym signalem, napt. typu hrot-vlna.



2.3. Nasledny vyboj typu hrot-vina

Rytmus hrot-vlna (spike-and-wave, SW) je EEG korelatem riiznych typa
epileptického zachvatu, zejména vsak tzv. absenci, myoklonickych zachvatl a
patrné téz klonické faze generalizovaného tonicko-klonického zachvatu (Kubova
et al., 1999; Mare§ and Zouhar, 1988; klasifikace epil. zachvati viz. Servit,
1983) a to jak u lidi, tak u zvifecich modelii. Sklada se z pravidelné se
opakujicich grafoelementi hrotu a viny, generovanych s relativn€ pomalou
frekvenci -pfiblizné 3 Hz.

Rytmus hrot-vlna ziejmé vzniké jako abnormalni aktivita n€které ¢asti
thalamo-kortikélniho reverbera¢niho okruhu (Avanzini et al., 1992), nejspise
kiry (Steriade et al., 1998a; Steriade et al., 1998b). Odtud se $iti do thalamu,
jehoz ptirozena schopnost tvorby rytmu je ziejmé touto patologickou oscilaci
podmanéna (Neckelmann et al., 1998). Frekvence vyboje 3 Hz patrné vyhovuje
jak pozadavkiim na dostate¢nou dobu pro deinaktivaci T-Ca2+ kanala v thalamu,
tak vlastnostem kury, u niz je pfi mezistimula¢nim intervalu 300 ms (coz
ptiblizn€ odpovida zminéné frekvenci) prokazano vyrazné potlaceni inhibice diky
autoreceptorim na GABA -ergnich terminalach (Deisz, 1996b). Typicky
elektroencefalograficky projev hrotid a vin je dan pravidelnym stfidanim excitace
a inhibice korovych pyramidéalnich neuron. V dobé€, kdy na EEG registrujeme
hrot, jsou pyramidalni neurony depolarizovany a tvofi skupiny akénich potenciala
(bursts). Pak ptevladne inhibi¢ni vliv ncl. reticularis thalami na pfevodni burky 1
kiru a na EEG se v tu chvili objevuje vina. Cinnost korovych neuront je b&hem
SW rytmu siln¢€ synchronizovéana a to nejen oproti jejich bézné aktivité za
bdé€lého stavu, ale i ve srovnani s ¢innosti béhem ptirozené synchronnich period,
napf. spankovych rytmi (Steriade and Amzica, 1994).

Rytmické vyboje typu hrot-vina mohou byt u zvitat vyvolany

nejriznéj$imi zplisoby. VétSinou se tak ¢ini v souvislosti s modelovanim



epileptického zachvatu typu absence nebo myoklonickych kie¢i (Mare§ and
Zouhar, 1988).

Absence patii mezi tzv. primarné generalizované zachvaty (zachvaty
postihujici difizné celou CNS) a je charaktrizovana jako velmi krétce trvajici (2-
15s) ztrata védomi, ktera neni nutn€ doprovéazena svalovymi kie¢emi. Na EEG je
b&hem absence patrny rytmus typu hrot-vina ptfiblizné s frekvenci 3 Hz.
Modelove se zachvaty tohoto typu vyvolavaji napt. systémovym podanim
nizkych davek metrazolu (pentylenetetrazolu; Kubova ef al., 1999), nebo
vysokych davek penicilinu (Feline Generalized Penicillin Epilepsy, FGPE: Gloor,
1979), ale existuji také genetické modely absence (Genetic Absence Epilepsy Rat
from Strasbourg, GAERS: Marescaux et al., 1992; WAG/Rjj inbred strain:
Coenen and Luijtelaar, 1987). Tento druh epileptického zachvatu je povazovan za
projev zvySené funkce urcitych inhibi¢nich okruhi mozku oproti okruhtim
excitaénim. UvaZuje se v této souvislosti o vyznamu receptori GABA, i GABAg
, nebot’ absence muze byt potlacena ¢i omezena antagonizovanim kteréhokoliv z
uvedenych typt, agonisté téchto receptori naopak vznik absenci facilituji
(Caddick and Hosford, 1996; Huguenard et al., 1995; Hosford et al., 1992). V
nékterych modelech je jasné prokdzén vznik SW rytmu plynulym ptechodem z
normalni pomalé aktivity thalamo-kortikalniho reverbera¢niho systému béhem
synchronnich spankovych vin (Steriade et al., 1998b) a tomuto piechodu lze
zabranit podanim GABAp antagonistl (Krosigk ef al., 1993).

Zcela jinym typem epileptickych zachvati, jez jsou vSak také na EEG
charakteristické aktivitou hrot-vina, jsou myoklonické zachvaty. U laboratorniho
potkana je miizeme modelovat napt. nizkofrekven¢ni elektrickou stimulaci
senzorimotorické kiry (Kubova et al., 1996). Je-li stimula¢ni intenzita
dostate¢na, podaii se nam vyprovokovat vznik nésledného vyboje typu hrot-vina.
Jeho primérna délka se obvykle pohybuje okolo 8 sekund (Mares et al., 1982).

Béhem stimulace i béhem nasledného vyboje pak miizeme na pokusném zviteti
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sledovat rytmické svalové kiece v oblasti hlavy a pfednich koncetin, které jsou
synchronni se stimula¢nimi pulzy, pfipadné s okamziky vyskytu hroti na ECoG
zaznamu nasledného vyboje. Kromé téchto primarnich motorickych projeva se
pti vysSich intenzitach stimulace objevuji také tonické kiece -zvife se zdviha na
zadnich tlapkach, nékdy nasleduje téZ jeho pad. Pti stadlém zvySovani intenzity
stimulaéniho proudu se v ur¢itém okamziku miZze epilepticka aktivita zacit Sifit
do jinych, napt. limbickych struktur. To je doprovazeno specifickymi zménami
ECoG (misto SW se objevi hroty, generované s rychlou frekvenci) a také v
chovéni. Typické jsou nékteré automatizmy, jako napt. otfepavani se (wet-dog-
shakes) nebo orienta¢ni chovani, kdy se zvife rozhlizi, obchazi sviij box a
¢enichd, ackoliv se nachdzi ve zndmém prostredi.

Charakter farmakologického ovlivnéni nasledného vyboje typu hrot-vina
vyvolaného elektrickym drazdénim je zieteln€ rozdilny od absenci, coz plati pro
celou fadu latek (Kubova et al., 1996; Kubova et al., 1999). V této souvislosti 1ze
usuzovat zejména na odliSny vyznam gabaergni inhibice, nebot’, na rozdil od
absenci, latky podporujici GABA 4 transmisi piisobi u tohoto modelu na vyboje
hrotd a vin tlumivé (Polasek et al., 1996). Nékteré prace také odhaluji ur€itou roli
excita¢nich neurotransmiterovych systémi, jako napf. vyznam glutamétovych
non NMDA receptort pti vzniku vyboje (Mares ef al., 1992; Kubova et al.,
1997), nebo pfi jeho Siteni do limbickych struktur (Koryntové et al., 1997).

Rytmické vyboje typu hrot-vlna je mozné vyvolat i dal§imi zpisoby (bez
naroku na jasnou klasifikaci modelu z hlediska huménni mediciny), napft.
systémovou i lokalni korovou aplikaci bicucullinu (antagonista GABA 4
receptoru; Steriade et al., 1998a) nebo korovou aplikaci baclofenu (Brailowsky et
al., 1995).

Ptes vSechny odli$nosti se zda, Ze zakladni epileptické oscilace, projevujici
se v EEG zépisu hroty a vinami s frekvenci pfiblizn€ 3 Hz, patrn€¢ vznika

jedinym, v§em modeliim spole¢nym zpisobem a to v thalamo-kortikalnim

16



reverbera¢nim okruhu. Jeji §ifeni a zahrnuti dalSich mozkovych struktur do
rytmické aktivity ma pak patrn€ za nasledek popsané rozdily ve farmakologii a

moznostech ovlivnéni jednotlivych typd zachvati (Kubové et al., 1999).

2.4. Korovy cyklus excitability nasledného vyboje typu hrot-vina

Epilepticky néasledny vyboj vyvolany elektrickou stimulaci je (podobné
jako vSechny iktalni epileptické fenomény) néasledovan rizné dlouhym obdobim,
béhem néhoz je znaéné€ snizena moznost vyvolani nového zéchvatu dalsi
stimulaci. Toto obdobi oznaCujeme jako postiktalni deprese. Na postiktalni
depresi plynule navazuje naopak perioda zvySené pravdépodobnosti vzniku
zachvatu. Ob¢ faze zménéné vzrusivosti, jimiZ podrazdénd mozkova struktura
prochazi, se souhrnné nazyvaji cyklus excitability. K experimentalnimu zkoumani
jeho pribéhu se pouziva dvou stimulaci totoznych parametrd, které po sobé
nasleduji v riiznych, z hlediska sledovanych zmén relevantnich ¢asovych
intervalech. Prvni stimulace mé cyklus excitability vyvolat ("nastartovat", nékdy
se ji téz fika podminujici), druhéd mé za ukol zjistit, zda se v danou chvili n¢jaké
posuny ve vzruSivosti odehrévaji (nazyva se testujici). V experimentech na
laboratornich potkanech byla timto zptisobem popsana postiktalni deprese po
nasledném vyboji typu hrot-vlna (vyvolaném stimulaci neokortexu; Mares et al.,
1982). Postiktéalni deprese ptetrvavala v obdobi 30 sekund az 2 minuty po jeho
skonceni, coZ se projevilo jednak krat§i primérmou dobou trvani naslednych
vyboji, jednak signifikantné niZ$i incidenci jejich vzniku. V ¢ase 3 a 5 minut byl
druhy nésledny vyboj stejné dlouhy jako prvni a v obdobi od 7. aZ do 60. minuty
bylo prokazatelné jeho prodlouZeni. Poté se vzruSivost CNS jiz navratila k
pivodnimu stavu. Téméf stejny pribéh cyklu excitability byl demonstrovén i po
nasledném vyboji hrot-vlna vyvolaném elektrickou stimulaci thalamu (Mare§ and

Maresova, 1989).
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Experiment 1ze usporadat také slozit€ji, jako sérii vétSiho poctu stimulaci
oddélenych vzdy stejnym (anebo i riznym) ¢asovym intervalem. Kombinovani
intervall v8ak s sebou nese jisté interpretacni obtiZe, jelikoz stimulace snad
vyvolavaji ve sledovaném systému znova tytéz procesy, avSak vzdy z jeho jiné¢ho
pocate€niho stavu -coZ mize vyznam jednotlivych mezistimula¢nich intervali
ovlivnit (Mares et al., 1981). Naproti tomu uziti stejného intervalu demonstruje
opakovatelnost (jistou "vytrvalost") ¢i naopak efemernost dané¢ho jevu. Prace na
25 dni starych mlad’atech ukazuji, ze pfi pouZiti konstantniho intervalu 1 minuta
je mozné vyvolat statisticky vyznamnou postiktalni depresi jesté po 5. stimulaci
(Mares and Maresova, 1998).

U potkanich mlad’at mladSich 25-ti dni se takovyto cyklus excitability
vyvolat nepodaii, mechanizmy zGc¢astnéné na vzniku postiktalni deprese se patrné
vyvijeji aZ ve tfetim postnatalnim tydnu (Mares, 1991).

Podobné zmény jako po nasledném vyboji vyvolaném korovou stimulaci
jsou rovné€z popsany po elektrickém drazdéni hipokampu (Mare$ and MareSova,
1989). Nasledny vyboj zde ma jiny vzhled (delta viny se superponovanymi hroty)
a také Casovy pribéh cyklu excitability je pon¢kud odlisny. Postiktalni deprese je
prokazatelna jesté 5 az 10 minut po skonceni nasledného vyboje, "neutralni"
obdobi trva mezi 10. a 20. minutou a zvySena drazdivost se projevuje v ¢ase od
30. do 60. minuty. V pozdni fazi postiktalni deprese se v tomto ptipad¢ ziejmé
uplatiiuji endogeni opidty, jelikoZ podéni naloxonu, nespecifického antagonisty
opiatovych receptort, vede k potlaceni postiktalni deprese u 10-ti minutového
mezistimulaéniho intervalu (VeliSek and Mares, 1992).

Pfipadna ucast jinych receptorovych soustav na postiktalnich zménach

vzru$ivosti neni znama.
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2.5. Elektricka stimulace

Jiz bylo fe€eno, Ze pro vyvolani nasledného vyboje typu hrot-vina je
mozné pouzit elektrické stimulace neokortexu a Ze je tfeba pfi tom dodrzet jisté
parametry stimulace. Pfedn€ musi intenzita stimulaéniho proudu dosédhnout
prahové hodnoty. Mezi intenzitou proudu a délkou nasledného vyboje pak
existuje pozitivni korelace. Pfekroci-li v§ak stimulaéni intenzita ur¢itou mez,
vede to k propagaci epileptickych vyboji do limbickych struktur a tim 1 zmé&né
celkového charakteru nasledného vyboje (Krsek et al., 1998; Koryntova et al.,
1997). Také frekvence stimulacnich pulzii je podstatna pro typ nasledného
vyboje. Vyssi frekvence (50 Hz) vedou k formaci rychlych hrotii, mezi nimiz se
komponenta viny objevuje aZ v priibéu vyboje a k jeho konci je opét potlacena,
ptfi€emz hroty se zanou vyskytovat ve skupinkach. Naproti tomu niz3i stimula¢ni
frekvence (8 Hz) spolehlivé vyvoléavaji typicky rytmus hrot-vina. Popsané rozdily
jsou dany jinym charakterem plisobeni stimulace na ktiru: pomaly rytmus
drazdicich pulzll vede k synchronizovanému vybijeni korovych neuront jiz
béhem stimulace, zatimco rychlé stimula¢ni frekvence patrné zpisobi v tychz
neuronech pouze silnou depolarizaci. Ta teprve po skonceni drazdici série

postupné davé vzniknout rytmickému vyboji (Mares et al., 1981).

2.6. [Evokované potencialy

Chceme-li zkoumat vlastnosti urcité informacni cesty, napiiklad
neuronalni drahy, jevi se jako logickd mozZnost jeji podrazdéni na vstupnim konci
a zaznam odpovédi na vystupu, nejlépe pak pfi riiznych kombinacich vnéjsich
faktord. Na tomto principu pracuje také metoda evokovanych potenciéld, jen je
tieba si upfesnit, jakého druhu ma byt ptislu§né drazdéni a co rozumime pojmy

vstup a vystup.
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Jelikoz obecné plati, Ze snimaci zafizeni zaznamenavaji nejen specifickou
odpovéd’, ale také jistou hladinu nepodstatného signalu, Sumu, kterd mize byt
zna¢né vysoka napi. u povrchové registrovaného EEG, pouZivaji se pro stimulaci
evokovanych potenciali velmi kratké a zaroven intenzivni podnéty. Takové
drazdéni pak vede ke vzniku jednoznacné a €asove presné€ lokalizované odpovédi.
Tak je-li pfedmétem z4jmu néktera senzoricka draha, voli se ke stimulaci napf.
kréatky zéblesk svétla (u zraku), kratké cvaknuti (sluch), nebo elektricky pulz
aplikovany na periferni nerv (somatické €iti; Bure§, 1967). Misto drazdéni
("vstup") se ale nemusi nachézet jen na periferii, elektrickym podnétem lze
stimulovat také ¢asti CNS, napft. rizné oblasti mozkové kiiry, thalamus, apod.
Sledovani evokovanych potenciali ("vystup") pak lze také provadét v riiznych
lokalitach. Pti senzorickych odpovédich registrujeme ptedevsim v podkorovych
centrech pfisluSnych drah a v misté€ jejich primarnich korovych prezentaci, pfi
stimulaci mozkovych struktur zase v oblastech monosynapticky spojenych s
drazdénou oblasti. UZivaji se k tomu nejcastéji nizkoodporové kovové elektrody,
které zaznamendavaji sumacni signal tvofeny vektorovym souétem excitacnich a
inhibi¢nich postsynaptickych potencidld, jindy se voli zdznam jednotkové aktivity
za pomoci vysokoodporovych elektrod. Dale se pro dosazeni ¢istSiho signalu
vyuziva zprimérnéni ¢i superpozice vice zdznami, nebot’ v takovém piipadé se
nahodilé ptispévky Sumu a pfipadnych artefaktid navzajem odeétou, zatimco
pravidelné, opakované rysy evokovaného potencialu se zvyrazni.

Evokované potencialy zaznamenané v kiife mozku maji v idedlnim ptipadé
typicky pribéh: po kratkém Case latence se objevi nejprve pozitivni vina, ktera
plynule pfechazi v negativni. To je primérni ¢ast odpovédi, ktera je projevem
samotné kiiry v oblasti registrace. Pozitivni vlna je vyrazem depolarizace neuronti
v hlubsich vrstvach kortexu, kde konéi primarni aferenty, zatimco jako negativni
vlna se demonstruje jejich nasledné hyperpolarizace spolu s depolarizaci vrstev

povrchnich (Bures, 1967; Creutzfeldt, 1974). Latence ilustruje rychlost vedeni
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informace sledovanou drahou. Kromé této bifazické primarni ¢asti evokovaného
potencialu se muiZe s jistym zpoZdénim objevit i méné specifickd sekundarni
odpovéd’, zejména byla-li uzita vyssi intenzita stimula¢niho podnétu. Oproti
primarni odpovédi neni omezena lokalizaci na konkrétni oblast korové projekce,
nybrZ ji 1ze zaznamenat téméf po celé mozkové kiife (nicméné jeji tvar nemusi
byt vSude Uplné stejny) a to i poté, co bylo misto primarni odpovédi oddéleno od
zbytku kury cirkularnim fezem. Je tomu tak proto, Ze sekundérni ¢ast
evokovaného potencidlu vytvaieji polysynaptickymi okruhy podkorové mozkové
struktury, napt. asociacni a nespecificka jadra thalamu, z nichz se sekundarni
odpoveéd’ §iii difizné€ do celé kiry (Ganong, 1997).

Mezi korové evokované odpovédi patii také transkalozalni evokovany
potencial. Je to potencial snimany v kife po stimulaci elektrodou symetricky
umisténou v odpovidajicim misté€ protilehlé hemisféry. Spliiuje v§echny popsané
chrakteristiky (Grafstein, 1963): primarni faze se sklada z pozitivni a negativni
vlny, které se objevi se zpozdénim asi 10 a 25 ms od stimulace, za nimi nasleduje
nespecificka sekundéarni odpovéd’. Priméarni odpovéd’ je zprostiedkovana
monosynaptickou cestou vldkny corpus callosum. Jeji pozitivni vinu tvofi
excitaéni postsynapticky potencidl (EPSP) na somatech pyramidéalnich neuronti
hlubsich korovych vrstev, pfiemz téla presynaptickych neuronti se nachazeji v
hlubsich vrstvach kiry (V. vrstva) v misté drazdéni. Jejich akéni potencialy jsou
vedeny rychlej§imi myelinizovanymi vldkny corpus callosum. Primarni negativni
vlna vznika nezavisle na ptedchézejici pozitivité a to podrazdénim neurond
povrchnéjSich vrstev kiiry, jejichz akéni potenciély jsou vedeny pomalej$imi (sice
také myelinizovanymi, avSak ten¢imi) vlakny a vyvolavaji EPSP v povrchnich
vrstvach klry v mist€ regiastrace. Kromé toho se pravdépodobné soucasné
uplatiiuje hyperpolarizace neuroni z hlubokych ¢asti kortexu.

Mimo aplikaci jednotlivych pulzii se pfi studiu vlastnosti synaptického

pfenosu pouzivaji také stimulace pomoci paru nebo cel€é série pulzi. Tak byla
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popsana potenciace parovymi podnéty, kdy pfi mezistimulanim intervalu v
rozsahu 50 - 200 ms je amplituda druhého transkalozalniho evokovaného
potencialu vyss$i nez amplituda prvni odpovédi. Podstata tohoto jevu neni
objasnéna, obdobné potenciacni fenomény vSak byvaji ddvany do souvislosti s
procesem vzniku epileptického zdchvatu v danych strukturach a to napt. ve
smyslu stejné farmakologické ovlivnitelnosti a potazmo ucasti stejnych

fyziologickych mechanizmt (Nowack et al., 1979; Kubova and Mares, 1992).
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3. FORMULACE EXPERIMENTALNICH OTAZEK

Piedkladana prace se snazi nalézt odpovédi predevsim na takto poloZené

otazky:

A)  Jakym zplsobem se podili GABAg receptory na regulaci
excitability neokortexu, zvlasté jeho citlivosti k epileptogenim podnétim a

vzniku epileptického zachvatu typu hrot-vlna?
B)  Utastni se GABAg receptory mechanizmil, které zabratiuji vzniku

nového epileptického zachvatu typu hrot-vlna v bezprostiednim postiktalnim

obdobi, neboli takzvané postiktalni deprese?
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4. METODIKA

4.1. Zvirata

Pro viechny pokusy byli pouziti dospéli samci bilého laboratorniho
potkana (Rattus norwegicus) kmene Wistar z vlastniho chovu, jejich
piedopera¢ni hmotnost se pohybovala mezi 300 - 400 gramy. Zvifata byla
chovana v klecich po jednom, se stravou a vodou pfistupnou bez omezeni,
svételny denni cyklus €inil 12 hod. svétla/ 12 hod. tmy a teplota v pfiru¢nim
zvétinei byla udrZzovéana na 22 + 1 °C.

Projekt pokusu byl schvalen Odbornou komisi Fyziologického tstavu

AVCR v souladu se Zakonem na ochranu zvitat 1994, sb.

4.2. Implantace elektrod

Implantace prob&€hly pod celkovou anestézii navozenou kombinaci
ketaminu (Narkamon, Spofa, 100 mg/kg i.p.) s xylazinem (Rometar, Spofa, 20
mg/kg i.p.), délka operaci nepiesédhla 55 minut.

Zviteti ve spolehlivé anestézii (pravidelny dech, atonické, bez reakci na

bolestivé stimuly) byla vystiihana srst na temeni a proveden ovalny stiih o délce

cca 1,5 cm umoznujici pfistup k lebce mezi bodem A a nazalnimi kostmi. V celé

délce stfihu byl fezem, odtaZzenim a sedfenim vaziva skalpelem upln¢ ocistén
povrch kosti. Na ném byl identifikovan bod bregma (prusecik sagitalniho a

koronarniho §vu) jako poc¢atek soufadnic, orientace viz. (Zilles, 1985). Dalsi

operaéni kroky byly provadény ve stereotaxické aparatute, vSechny implantované

elektrody byly povrchové, epiduralni, podrobnéjsi popis déle.
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a) Zvifatim pro experimenty s naslednymi vyboji byly na lebce
vyméfeny, lihovym fixem vyznaceny a elektrickou vrtackou odvrtany asi 1
mm veliké otvory pro tyto elektrody: dve€ stimula¢ni nad pravym
senzorimotorickym kortexem (AP = +1 a -1; L = 2 mm); registra¢ni nad
levou hemisférou (left frontal, LF; AP = 0; L =2 mm), (left occipital, LO;
AP = 6; L = 4); registra¢ni nad pravou hemisférou (right occipital, RO; AP
= 6; L = 4); indiferentni (v levé nazélni kosti) , obr. 1a). Kulickové
stimula¢ni a ploché registra¢ni eletrody jsem vyrab€l ze stfibrného dratku
o pruméru 0.8 mm otavenim konce, resp. jeho sklepnutim kladivkem, jako
indiferentni elektroda posouZil Sroubek z nerezavéjici oceli.
b) Zvitatim pro ostatni experimenty byly elektrody umistény podle
modifikovaného schématu: stimula¢ni nad pravym senzorimotorickym
kortexem (AP =+1a-1; L =2 mm); registracni nad levou hemisférou
(LF; AP = 0; L =2), (left parietal, LP; AP =3; L =3), (LO; AP =6; L =4);
nad pravou hemisférou (RO; AP = 6; L = 4); indiferentni (v levé nazalni
kosti); zemnici (v okcipitalni kosti) a dal3i dva otvory uréené pro fixacni
Sroubky (prava kost nazalni a parietélni), obr. 1b). Z prostorovych diivoda
byly vrtany mensi otvory o priméru asi 1 mm, a to ru¢né injekéni jehlou.
Vsechny elektrody mély podobu prostého stéibrného dratku bez dalsi
upravy.

K elektrodam byl pfipéjen Sesti- (v pfipad¢ popsaném v odstavci a)) nebo

osmimistny konektor a celek fixovan rychletvrdnouci dentéalni pryskyftici

(Duracrol, Spofa) k lebce, obr. 1¢). Pfed vlastnim pokusem byl zvitatim

poskytnut jeden tyden klidu k rekonvalescenci.
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4.3. Zaznamova a stimula¢ni aparatura

Pro zaznam a zpracovani biopotencialil byla pouzita sestava vytvofena v
laboratofi z komer¢né dostupnych i ve zdejsich dilnach vyrobenych piistroju.
Zakladni soudasti byl po€itacem tizeny elektroencefalograf, jen v experimentech
s naslednymi vyboji jsem pouZil elektroencefalograf klasicky se zapisem na
papir. Pro stimulaci byl pouZit generétor s konstantnim proudovym vystupem. 1
ms dlouhé pravouhlé bipolarni pulzy byly aplikovany bud’ jednotlivé (pro
evokované potencidly -dale uvadéno jen jako "jednotlivé pulzy") nebo v 15
sekund dlouhé drazdici sérii s frekvenci 8 Hz (déle uvadéno jako "8 Hz / 15 s").
Intenzita stimulaéniho proudu byla volitelna ve skocich od 0.2 do 14 mA s
velikosti napét'ového skoku postupné: 0.1 mA (v rozsahu 0.2 - 1.6 mA); 0.2 mA
(1.6 -2.6); 0.5 mA (3-6); ] mA (6-10)a2mA (10 - 14).

4.4. Baclofen

V téchto studiich byl pouzit jako specificky agonista GABA receptort
typu B baclofen. Je to B-p-chlorofenyl-y-amino-maselna kyselina (racemicka
smés, Sigma, St. Louis, MO), jejiZ roztok jsem si vzdy pied experimentem
ptipravoval Cerstvy z praskové formy, skladované ve tmé pti 4 °C. Koncentrace
roztoku ¢inila 3 mg/ml destilované vody. Baclofen byl vZdy aplikovén
intraperitonedlni injekci a to ve dvou mnozZstvich- 3 nebo 6 mg na kg aktuélni

hmotnosti zvifete.
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4.5. Vliv baclofenu na spontanni elektrokortikogram (ECoG)

Zvitata byla umisténa po jednom v prihlednych boxech z plexiskla a
piipojena k bezpapirovému elektroencefalografu. Experimentalni skupinu tvofila
vZdy 4 zvitata. Spontanni zdznam trval 1 hodinu, poté byl u 4 zvitat aplikovan
baclofen v davce 6 mg/kg i.p., u jinych 8 zvitat bylo toto mnozstvi rozd€leno do
dvou davek po 3 mg/kg i.p. s rozestupem 1 hodiny. Poté byl ECoG monitorovan
jesté 2 hodiny. Po celou dobu bylo téz digitalni kamerou zaznamenavano chovani

zvirat.

4.6. Vliv baclofenu na transkalozalni evokované potencialy

4.6.1. Zavislost parametri evokovaného potencidlu na intenzité
stimula¢niho proudu

Zvitata byla umisténa individudlné v prihledném boxu z plexiskla a
pfipojena k zdznamové a stimula¢ni aparatute. Po habituaci na nové prostredi
zacala kontrolni ¢ast pokusu prvni stimulaéni sérii osmi jednotlivych (1 ms
dlouhych pravouhlych bipolarnich) pulzi pfi nejnizsi intenzit€ - tj. 0.3 mA.
Interval mezi pulzy byl generovan nahodné v rozmezi 5 - 9 sekund.
Bezprostfedné nasledovaly dalsi série vzdy o vyssi intenzité, dokud se neobjevily
na ipsilateralni okcipitalni elektrod€ takové artefakty, které maskovaly
bioelektrickou odpovéd’ (piiblizné pfi intenzité 4 mA). Po 45 minutach klidu byla
aplikovéana prvni davka baclofenu (3 mg/kg i.p.) a po 15 minutach byly
zopakovany vSechny série v identickém rozsahu intenzit stimula¢niho proudu.
Stejny postup jsem zopakoval i pti druhé aplikaci baclofenu (dalsi 3 mg/kg i.p.),
obr. 2. Ptfi hodnoceni bylo po¢itatem zprimérnéno vSech 8 odpovédi pfi stejné
intenzité stimulace a stejné davce baclofenu. Na tomto zprimérnéném zaznamu

jsem méfil latence prvni pozitivni (L1) a prvni negativni (L2) viny jako dobu od
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okamziku stimulace (stimulacniho artefaktu) k okamziku jejich amplitudového
maxima, resp. minima a dale vzéjemny rozdil velikosti té€chto jejich

amplitudovych extrémi (A), obr 3.

4.6.2. Stimulace parovymi pulzy

Byla pouzita stejna zvitata (po 3 dnech klidu), aparatura i uspofadéani
experimentu jako v odstavci 4.6.1., misto série osmi jednotlivych pulzi jsme v§ak
stimulovali sérii osmi parti pulzi, obr. 2. Sérii bylo vZzdy 14, délka
mezistimula¢niho intervalu byla prodluzovéana od 50 do 1000 ms. Intenzita
proudu byla neménna, stanovena pro kazdé zvite jako dvojnasobek té intenzity,
pfi niZ se v experimentu 4.6.1. jiz objevil zietelny bifazicky evokovany potencial,
t.j. dvojnasobek prahové intenzity. U zprimérnénych zdznamu (viz. 4.6.1.) byla
hodnocena a vzéjemné srovnavana velikost amplitudy prvniho a druhého

evokovaného potencialu (Al; A2; A2/Al).

4.7. Stimula¢ni prahy pro nasledné vyboje

Stejné zvifata jako v odstavci 4.6. byla po dal$ich 3 dnech klidu umisténa
individuélné v prihledném boxu z plexiskla, pti¢emZ osmii byl injikovan
baclofen (6 mg/kg i.p.) 15 minut pfed za¢4tkem stimulace. Po habituaci a
pfipojeni k zdznamové a stimulaéni aparatufe bylo zaznamenéano nejmén¢ 40
sekund klidového ECoG a nasledovala stimulace (8§ Hz / 15 s) o intenzité 0.8 mA.
Dal3i stimulace nasledovaly po 10 minutéch se zvySujici se intenzitou (1; 1.5; 2;
3;3.5;4;5;6; 8; 10; 12; 14 mA), dokud nebyl klasifikovan nasledny vyboj
smiSeného typu. Odpovédi na jednotlivé stimulace byly off-line klasifikovany do

téchto 4 stupiiti:
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1. bez nasledného vyboje, ale béhem stimulace rytmické motorické
projevy v oblasti hlavy, pfednich ¢i zadnich tlapek, vstavani
(rearing), nebo pad

2. nasledny vyboj typu hrot - vina na ECoG

3. nasledny vyboj typu hrot - vlna doprovazeny motorickou slozkou
jako v bodé 1.

4. nasledny vyboj smiSeného (limbického) typu, v mezistimulaénim

ECoG ptitomny rekurentni vyboje

a byly stanoveny prahové hodnoty intenzity stimula¢niho proudu pro

jednotlivé stupné.

4.8. Cyklus excitability nasledného vyboje typu hrot-vina

V tomto experimentu absolvovalo kazdé zvife maximalné 6 sezeni vzdy
s rozestupy 3-4 dnii klidu. Prvni sezeni bylo ptipravné, zvitata po habituaci
v plexisklovém boxu a pfipojeni ke stimulétoru a elektroencefalografu
absolvovala posloupnost stimulaci (8 Hz / 15 s) oddélenych pétiminutovymi
pauzami. Intenzita stimulaéniho proudu v posloupnosti stimulaci vzristala (3;
3.5;4; 4.5; 5; 6; 8 mA), dokud se nepodaftilo vyvolat nesporny nasledny vyboj
typu hrot-vlna. Vy33i intenzity se pak jiZ netestovaly a tato intenzita byla pouzita
v nasledujicich sezenich. V téchto sezenich bylo dodrzeno schéma 4 stimulaci
chépanych jako 2 samostatné stimula¢ni pary, obr. 4. VSechny mezistimulaéni
intervaly byly métfeny od konce vyboje hrot-vlna, vyvolaného piedchozi stimulaci
do zacatku nésledujici stimulace. Vnitroparovy mezistimula¢ni interval byl
identicky u obou pérti a volen pfi kazdém sezeni ndhodn€ z mnoziny (2, 3, 5, 10 a
20 min) tak, aby kazdé zvite podstoupilo nakonec vSechny intervaly. Interval

mezi stimula¢nimi pary byl konstantni, 15 minut, v jeho 5. minuté€ byl aplikovan
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baclofen (6 mg/kg i.p.), u kontrolnich zvirat stejné mnoZzstvi fyziologického
roztoku. Hodnocena byla délka néslednych vyboji hrot-vina a téZ motorické

projevy béhem nich i béhem stimulace (podle upravené stupnice dle - citace).

4.9. Statistické vyhodnoceni

Veskeré¢ statistické vypocty a konstrukce grafii byly provedeny v programu
SigmaStat a SigmaPlot (SPSS Inc. 1999). Ke srovnavani dvou skupin dat byly
pouZity podle zplsobu ziskéani dat t-test nebo parovy t-test, pfi srovnavani vice
skupin dat byla pouZita jednocestné analyza rozptylu (ANOVA; v ptipadé€ jiného
neZ normalniho rozloZeni neparametrickd) s naslednym srovnanim vsech dvojic
pomoci Tukeyho testu. Hladina vyznamnosti byla stanovena a = 0.05, konkrétni
hodnoty p jsou vzdy uvedeny. Ciselné vysledky uvadim v podobé: pramér +

stiedni chyba priméru (S.E.M., standard error of the mean).
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5. VYSLEDKY

5.1. Vliv baclofenu na spontanni ECoG

U zvitat, ktera dostala baclofen jednordzovou injekci v davce 6 mg/kg,
bylo mozZné s latenci v rozmezi 12-17 minut po aplikaci sledovat zmény ECoG
oproti kontrolnimu zdznamu. Ve vSech svodech vzrostla ¢etnost i amplituda delta
rytmu a amplituda theta rytmu, naopak v oblasti alfa rytmu byl zaznamenan
vyrazny pokles ¢etnosti, zejména v okcipitalnich svodech. Tyto zmény pietrvaly
ptiblizn€ dve¢ hodiny od aplikace baclofenu, pak se ECoG zacal postupné vracet k
pivodnimu charakteru. Pfiklad analyzy ¢tythodinového zdznamu jednoho zvitete
je na obr. 5.

Kdyz byl baclofen aplikovan ve dvou injekcich (kazda 3 mg/kg) s
rozestupem jedné hodiny, byly na ECoG nalezeny podobné, ale méné€ vyrazné

zmény.

5.2. Vliv baclofenu na transkalozalni evokované potencialy

5.2.1. Zavislost amplitudy a latence evokovanych potencidlll na intenzité
stimula¢niho proudu

Mezi zvitaty byly nalezeny znacné rozdily v rozsahu i tvaru kiivky
zavislosti amplitudy evokovaného potencialu na stimula¢ni intenzité, dvé ukazky
jsou na obr. 6. Prahové hodnoty intenzity nutné k vyvolani bifazického
evokovaného potencialu se pohybovaly v rozmezi 0.3 - 2.0 mA (primér + s.e.m.:
1.0 £ 0.2 mA), maximalni pouZité intenzity stimulace se pohybovaly v rozmezi
2.2-4.0 mA (3.4 £ 0.2 mA). Pro hodnoceni byla pouZita u kazdého zvitete

relativni téibodova stupnice stimula¢ni intenzity: 1. -prahova intenzita, 2. -
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dvojnasobek prahové intenzity, 3. -trojnasobek prahové intenzity. Latence (L1;
L2) a amplituda evokovanych potnciald pfi téchto hodnotach intenzity stimulace
a riznych davkach baclofenu jsou zprimérnény v tab 1,2 a 3 ana obr. 7 a 8.
Délky latenci se v zavislosti na intenzité stimulace nelisily, L1 i L2 vSak
vykazovaly tendenci k prodluZzovani v zavislosti na davce baclofenu. Statisticky
vyznamny rozdil byl nalezen u latence L1 pfi stimulaci dvojnasobkem prahové
intenzity, kde doSlo pfi davce 6 mg/kg k prodlouZzeni z 16.1 £ 0.5 ms na 18.4 £
0.5 ms (analyza rozptylu s naslednym Tukeyho testem; p=0.020; n=11).
Baclofen také ovliviioval amplitudu evokovanych potenciald, jeji zvétSeni vSak

bylo statisticky nevyznamné.

5.2.2. Stimulace parovymi pulzy

Vyslednou veli¢inou byla relativni velikost amplitudy druhého
evokovaného potnciélu (A2) vzhledem k amplitud€ prvniho (A1) -tj. (A2/Al) x
100 %. Tato veli¢ina byla vypo€tena u kazdého zvitete pro vSechny
mezistimula¢ni intervaly a davky baclofenu, primér z 11 zvitat ukazuji tab. 4 a
graf na obr. 9. Krats§i mezistimula¢ni intervaly (50 - 160 ms) mély za nasledek
zvétSeni A2 oproti Al a tato potenciace pietrvala u kontrol i pti del$ich
intervalech. Zatimco ani jedna davka baclofenu (3 resp. 6 mg/kg i.p.) neovlivnila
potenciaci pti kratkych intervalech, pfi intervalu 200 ms baclofen potenciaci
potlacil -druha odpovéd’ méla stejnou amplitudu jako prvni. Statisticky vyznamny
rozdil mezi kontrolou a vy$§i davkou baclofenu byl zjistén u intervali 250 a 1000
ms (analyza rozptylu s naslednym Tukeyho testem; p=0.038; n=11), mezi

kontrolou a niZ§i davkou jen u intervalu 1000 ms (stejné testy; p=0.006; n=11).
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5.3. Stimula¢ni prahy pro nasledné vyboje

Primeérné prahové hodnoty stimula¢niho proudu vyvolavajici jednotlivé
typy odpovédi (klasifikace odpovédi do Ctyt stupiill viz. metodika) u 10
kontrolnich zvitat a 8 ovlivnénych baclofenem (6 mg/kg i.p.) shrnuje tab. 5 a graf
na obr. 10.
Vsechny stimula¢ni prahy vykazovaly po baclofenu oproti kontrolnim zvifatim
tendenci ke sniZeni, nejvice byl ovlivnén prah pro piechod do smiSeného
(limbického) typu zachvatu: ze 7.0 £ 1.4 na 3.6 £ 0.6 mA. Ani zde vSak vliv
baclofenu nedosahl jednoznané statistické vyznamnosti. Také totoZnost prahové
stimulaéni intenzity pro 2. a 3. stupeni klasifikace, ktera byla pozorovéana u vSech
zvitat, nebyla porusena, tzn. podéani baclofenu nevedlo k disociaci
bioelektrickych projevi zachvatu a kie¢i -nasledny vyboj typu hrot-vina probihal

vzdy s typickou motorickou slozkou.

5.4. Cyklus excitability nasledného vyboje typu hrot-vina

Piehled primérmych délek néaslednych vybojl po viech Etytech
stimulacich je uveden v tab. 6 a na obr. 11, data jsou setfidéna podle
mezistimula¢niho intervalu. Do statistického zpracovani nebyla zahrnuta
experimentalni sezeni, pfi nichZ se nepodatilo vyvolat prvni nasledny vyboj
druhého paru (t.j. 3. stimulace v pofadi byla netispé3nd), nebot’ nasledny vyboj je
podminkou pro vyvolani poZzadovaného cyklu excitability. Jejich pocet ve
srovnani s po¢tem ostatnich, ispé$né€ probéhnuvsich sezeni uvadi tab. 7. Pti
testovani délek vSech Ctyt naslednych vyboji byla prokazéna postiktalni deprese
u mezistimula¢niho intervalu 2 minuty v prvnim péru stimulaci kontrolnich zvitat
(neparametrické analyza rozptylu s naslednym Tukeyho testem; p<0.001; n=8) a

ve druhém paru stimulaci po baclofenu (6 mg/kg; stejné testy; p<0.001; n=7). U
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zviftat, ktera pozdé€ji dostala baclofen, byla postiktalni deprese patrné i v prvnim
paru stimulaci, ale hladiny statistické vyznamnosti dosahla jen pti pouziti
parového t-testu (p<0.001; n=7). U téchto zvitat byl také vyznamné prodlouzen 3.
nasledny vyboj ve srovnani se zvifaty kontrolnimi (t-test; p=0.003;
Niontrola+baclofen—8+7) 1 ve srovnani s 1. ndslednym vybojem (p=0.012; n=7), obr.
11. Mezistimulaéni interval 3 minuty mél také za nasledek vznik postiktalni
deprese u obou stimula¢nich pard u kontrol i1 po baclofenu, avSak vzdy statisticky
nevyznamné. Opacna tendence k potenciaci druhého nasledného vyboje byla
zietelna u intervalu 10 minut, i zde vSak nedosahla hranice statistické
vyznamnosti.

Dale byla pro kazdy par stimulaci vypoctena mira zmény délky nasledného
vyboje jako rozdil délek (2. nasl. v.) - (1. nasl. v.). Grafické vyjadieni cyklu
excitability sestrojené z té€chto dat pro prvni par stimulaci, (tedy pted injekci,
zvitata byla proto zpracovana dohromady), je na obr. 12. Pro snaZsi orientaci v
grafu: jestlize sméfuji sloupecky vzhiiru (do kladné €asti osy Y), byl u
sledovaného paru druhy nasledny vyboj delsi nez prvni, sloupecky smétujici dold
(do zaporné Casti osy Y) znamenaji, Ze druhy néasledny vyboj byl krat$i nez prvni.
Na tomto grafu je opé&t patrna postiktalni deprese u 2 minutového intervalu
(parovy t-test; p<0.001; n=15) a tendence k postiktalni depresi resp. potenciaci u
intervalu 3 resp. 10 minut. Pro srovnani s druhym pérem stimulaci, po injekci
(baclofenu nebo fyziol. roztoku), slouzi obr. 13. U kontrolnich zvifat opakovani
stimulaci potlacilo ob€ tendence -jak postiktalni depresi, tak potenciaci, u
intervalu 2 minuty dosahly rozdily mezi prvnim a druhym stimula¢nim parem
statistické vyznamnosti (parovy t-test; p=0.039; n=8). U zvifat po injekci
baclofenu byla situace jina. Pfi 2 minutovém intervalu doslo naopak ke
zvyraznéni postiktalni inhibice (parovy t-test; p=0.041; n=7) a u intervall 5, 10 a
20 minut byly zfejmé tendence k vyraznéjsi postiktalni potenciaci. Pozoruhodny

byl rozdil v reakci na mezistimula¢ni interval 5 minut mezi skupinou kontrolnich
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a baclofenem ovlivnénych zvirat, signifikantni rozdily byly patrné v prvnim paru
stimulaci, tedy jesté pred injekci (t-test; p=0.025; ngonrola+baciofen=10+10); na obr.

12 je tento rozdil skryt v priméru z obou skupin.

6. DISKUZE

V ptedkladané praci byl studovan vliv baclofenu na sponténni a
evokovanou aktivitu n€kterych korovych oblasti s cilem posoudit ilohu
metabotropniho gabaergniho mediatorového systému pti vzniku, potlaceni nebo
prevenci epileptickych vyboji. Baclofen je agonista GABAGp receptord, jehoz l1ze
pouzit jako vhodny experimentalni nastroj, nebot’ jeho zédkladni farmakologicka
funkce je dobfe popséana a charakterizovana (Seabrook et al., 1990; Kerr and
Ong, 1995; Deisz, 1996a). Je pochopitelné, Ze roli gabaergniho systému je nutno
jesté upfesnit a proto jsou tyto studie s baclofenem soucésti Sir§iho programu,

v jehoZ ramci se v nasi laboratofi nyni provadéji napt. obdobné experimenty s
CGP 35348 (kys. P-(3-aminopropyl)-P-diethoxymethylfosforitd), specifickym
antagonistou stejného typu receptoru.

V piipad¢ baclofenu bylo pfedev§im nutné ovéfit alespon nepiimo jeho
pouZzitelnost pii systémové, intraperitonealni aplikaci, nebot’ farmakokineticka
data pro tento zpusob aplikace neexistuji. Pomoci n€kolikahodinového zaznamu
ECoG (elektrokortikogramu) pied, béhem i po intraperitonealni aplikaci
baclofenu jsme tedy prokéazali dostate¢né dlouhy (nejméné 2 hodiny) Gcinek této
latky na spontanni aktivitu mozku. Patrné bylo ptedevs§im zvyraznéni aktivity v
oblasti pomalych vin (delta a theta viny) a naopak potlaceni alfa rytmu. Bylo-li
ale stejné mnozstvi baclofenu rozdéleno do dvou polovi¢nich davek aplikovanych

v intervalu 1 hodiny, nebyly ani po prvni, ani po druhé injekci zaznamenéany
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stejné intenzivni zmény ECoG jako pfi jednorazovém podani. Ztejmé bylo v
ptedpokladaném misté€ u€inku dosazeno niz$ich koncentraci baclofenu, nebot’ v
intervalu mezi aplikacemi jiZ patrn€ dochézi k ¢aste€nému odstranéni této latky
(at’ vylucovanim, inaktivaci, nebo degradaci). Pro pouZiti ve standardnich
schématech naSich experimenti byl viak zjistény €asovy pribeh ucinku
baclofenu dostacujici. K fyziologické interpretaci konkrétnich ECoG naleza
zatim nedoslo, k tomuto ucelu bude zapotiebi vétSiho souboru dat. Takto
zameétené experimenty v soucasné dob¢ jiZ probihaji.

Pti studiu transkalozéalnich evokovanych potenciéli se ukazalo, Ze kiivka
zavislosti amplitudy evokovaného potenciélu na intenzité¢ stimula¢niho proudu
nema u vSech zvifat pfedpokladany "satura¢ni" (esovity) charakter. Lze pouze
konstatovat, Ze tato kiivka je ve sledovaném rozsahu stimula¢nich intenzit
rostouci. Velka riiznorodost mezi zvitaty byla shleddna v hodnot¢ nejnizsi
(prahové) stimula¢ni intenzity, ktera spolehlivé vyvola bifazicky typ
evokovaného potencialu. Tato rliznorodost miiZe byt jak projevem ptirozené
variability mezi zvifaty, tak zptisobu jejich stimulace. Pti epidurdlnim umisténi
stimula¢nich elektrod je totiz nezndma ¢ast stimulaéniho proudu vedena zkratem
ptes dura mater, aniZ by méla ucinek na niZe uloZzenou kiru mozkovou. Aby bylo
mozné dal$i srovnavani mezi zvifaty, byla definovéna relativni stupnice intenzity
stimulace jako fada nasobku prahové intenzity. JelikoZ nejvyssi pouzivana
intenzita stimulaéniho proudu byla primérné 3.4 mA a nejniz$i primérné 1 mA,
byla vétSina zvifat stimulovdna maximalné trojndsobkem prahové hodnoty a
relativni stupnice proto mohla byt tvofena tfemi body.

Jednim ze zakladnich nalezi je to, Ze parametry evokovaného potencialu,
zejména amplituda, nebyly podédnim baclofenu vyrazné ovlivnény. Latence
evokovaného potencialu jevily pti nadprahovych stimula¢nich intenzitach
tendenci k prodluZovéni v zévislosti na davce baclofenu, avSak pouze s jedinym

statisticky vyznamnym nélezem a to u latence 1. pozitivni viny po vy$si davce (6
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mg/kg) baclofenu. Pfedpoklada se, Ze pozitivni vina je projevem excitacniho
postsynaptického potencialu na neuronech uloZenych v hlubsich vrstvach kiry
pod registraéni elektrodou (Creutzfeldt, 1974). T¢la presynaptickych neuroni
jsou pravdépodobné v V. korové vrstv€ v misté drazdéni (Grafstein, 1963). Délka
latenci evokovaného potencialu by mohla byt ovlivnéna zménou excitability
(napf. zvySenim membranového potencialu) kteréhokoliv ze jmenovanych
neuront. Potvrdit takové vysvétleni mohou v§ak pouze ptipadné experimenty s
intracelularnimi elektrodami, které nebyly v naSem uspofadéni pouzity. Vliv
baclofenu na rychlost vedeni samotnych vlaken corpus callosum se zda
nepravdépodobny vzhledem k minimalnimu mnozstvi GABAGp receptorti v této
struktufe (Bowery et al., 1987). Také Zadny nespecificky ucinek baclofenu na
bunéénou membranu neni zndm. O vlivu GABAp -ergni inhibice na délku latenci
referuje t€Z Chowdhury (Chowdhury et al., 1995), ktery na kockéach popsal
zkracovani latenci transkalozéalnich odpovédi na elektrickou stimulaci po aplikaci
CGP 35348 (antagonista GABAp receptorit).

Celkove¢ je moZno shrnout, Ze v prezentovanych pokusech se nepodarilo
dolozit vyrazny vliv baclofenu na interhemisferalni $iteni stimula¢niho podnétu
ve srovnani s kontrolnimi daty.

Pti stimulaci parovymi pulzy Ize v celém testovaném rozsahu
mezistimula¢nich intervalt (50 - 1000 ms) sledovat potenciaci druhého
evokovaného potenciélu -jeho amplituda je vétsi, nez amplituda prvniho.
Nejsilngjsi potenciace byla nalezena pfi nejkratSich mezistimula¢nich ¢asech (50-
160 ms), coz je v souladu s pfedchozimi pozorovanimi (Kubova and Mares,
1992). Zadny vliv baclofenu se neprojevil u téchto kratkych mezistimulagnich
intervali, u intervalu 200 ms a delSich vSak pisobil jasnou tendenci ke
zmens$ovani relativni amplitudy 2. evokovaného potencialu vii¢i kontrole, ve
dvou pfipadech statisticky vyznamnou. Piipadna gabaergni inhibice pfi

transkalozalni stimulaci parovymi pulzy byla diskutovana také dfive: u kocek
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byla metodou single-unit recording pozorovana pti 200 ms dlouhém
mezistimula¢nim intervalu inhibice druhé odpovédi (Chowdhury ef al., 1996);
tato inhibice byla baclofenem zvyraznéna, kdezto CGP 35348 ji potlacil. Autofi
zde navrhli a¢inek ligandd na presynaptickém GABAjg receptoru. Vysledky mé
prace vSak naznacuji spiSe zapojeni receptort postsynaptickych vzhledem k
tomu, Ze pusobeni baclofenu se projevuje pfi delSich mezistimulacnich
intervalech (1000 ms), které nebyly pfedtim vyzkouSeny a které dobie
koresponduji s kinetikou GABAg-ergniho inhibi¢niho postsynaptického
potencialu (Mott, 1996).

Vysledky studia prahovych stimulaénich intenzit pro rizné stupné
nasledného vyboje v souvislosti s i¢inkem baclofenu neptinesly signifikantni
nalezy. Baclofen neovlivnil zdsadné Zadny z procesu, které souviseji s
formovanim nasledného vyboje typu hrot-vina. Tendence ke sniZeni stimula¢niho
prahu pro $iteni epileptické aktivity do limbického systému by ale méla byt dale
zkouména. Kdyby se dal§imi sériemi pokust prokazala statisticka signifikance,
pak by se jednalo o velmi zajimavé ovlivéni okruhu, v némz je pies n€kolik jader
v thalamu propojen systém thalamokortikélni s limbickym systémem (KrSek e?
al., 1998). Dosavadni prace miiZe byt tedy z tohoto hlediska povazovéna za
pilotni studii pro dalsi vyzkum.

Pfi posuzovani experimentl s naslednymi vyboji typu hrot-vlna a jimi
vyvolanym cyklem excitability 1ze vyc¢lenit tfi podstatné nalezy, z nichz prvni dva
se tykaji kontrolni situace a tfeti pisobeni baclofenu:

1. V kontrolnim uspotadéni se podafilo prokéazat postiktalni depresi v obdobi
2 minut po skonceni nasledného vyboje a pozorovat tendenci k postiktalni
potenciaci v ¢ase kolem 10. minuty, coz souhlasi s pfedchozimi nalezy u
dospélych zvitat (Mares et al., 1982). Pti intervalu pfiblizn€ 5 minut mezi
drazdénimi zasahuje patrné druhé stimulace do kratkého obdobi, kdy postiktalni

deprese ustupuje mechanizmim excita¢nim. V priméru z vétsi populace (v
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naSem piipad¢€ 20 zvifat) je to skute¢né€ p€timinutovy interval, béhem néhoz je
délka druhého nasledného vyboje totozna s délkou prvniho. U menSich soubora
(10 zvitat) vSak muze byt tato kratké perioda ndhodné€ posunuta v ¢ase vpied
nebo vzad, coZ lze uvést jako vysvétleni pozorované rozdilnosti v reakci na
pétiminutovy interval mezi dvéma skupinami sledovanych zvifat.

2. Opakovani stimulaci m4 vliv na a¢innost mechanizm postiktalni deprese.
Ve druhém péru stimulaci byla postiktalni deprese kontrolnich zvifat
signifikantn€ potlacena oproti prvnimu stimulaénimu péaru. Roli zde patrné hraje
patnactiminutova pauza oddélujici oba pary stimulaci. Ac¢koli u Zadné kontrolni
skupiny nebylo zaznamenano prodlouZeni tietiho nésledného vyboje oproti
prvnim dvéma, tendence k potenciaci pfi mezistimulaénim intervalu 10 minut
nasvédcuje mozné aktivaci excitanich dé€ji pfiblizn€ v tomto obdobi (Mares et
al., 1982; Mare§ and MareSova, 1989). Zda tyto d€je skute¢né interferuji s
principy, na zékladé kterych vznika v neokortexu postiktalni deprese, nemizeme
zatim dolozit. Druhym hypotetickym vysvétlenim je moznost, Ze mechanizmy
postiktalni deprese jsou "vycCerpatelného" charakteru. Jejich aktivace béhem
prvnich dvou stimulaci by pak méla za nasledek, Ze po tieti stimulaci je mozkova
kira jiz "nema k dispozici", t.j. nedojde ke vzniku srovnatelné postiktalni
deprese.

3. Postiktalni depresi se podaftilo vyvolat i u druhého paru stimulaci, jestlize
byl v pauze pted nimi systémove aplikovan baclofen. To svéd¢i o vyznamné
uloze gabaergni inhibice realizované akci na receptorech typu B pfi posileni

mechanizmi ¢i samotném vzniku postiktalni deprese.
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7. ZAVER

A)  Zékladni excitabilita mozkové kiry nebyla baclofenem zietelné
ovlivnéna, nedotCeny zistaly jak procesy vedouci ke vzniku korového zachvatu
typu hrot-vina, tak ty, které souviseji s jeho $itenim.

B)  Inhibi¢ni d€je v Case po skonceni korového zachvatu typu hrot-vina
(postiktalni deprese) byly baclofenem posileny. Lze proto
predpokladat i¢ast GABAp receptorti v mechanizmech
zabraniujicich vzniku stejného epileptického zachvatu v

bezprosttednim postiktalnim obdobi.
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9.

OBRAZOVA PRILOHA
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rostral

bod bregma

rostral

Obrazek 1.  Schéma rozmisténi implantovanych elektrod.

a) jednodussi schéma pouzito v pokusech s cyklem excitability po nasledném
vyboji typu hrot-vina

vvvvvv

c) celkovy pohled na hlavu s Sestimistnym konektorem

Pohled na lebku potkana je shora, rostralni smér vyznacen. Po¢atkem soutadnic je bod
bregma (soufadnice pievzaty z: Zilles, 1985)

clektrody: IND -indiferentni; LF -leva frontalni; LP -leva parietalni; LO -leva okcipitalni;
RO -prava okcipitéalni; GN -zemnici; 1.st., 2.st. -stimulaéni
§ -fixacéni Sroubek, v @) pouZzit zarovei jako indiferentni elektroda

bod bregma



1. cyklus - 2. stejny 3. stejny
zvy$ovani cyklus cyklus
intenzity
stimulace
nebo délky
mezistimul.
intervalu

8 jednotlivych
stimulacnich pulzt
nebo pard puizl

\ \
KONTROLA +BACLOFEN +BACLOFEN
3mg/kg i.p. 3mg/kg i.p.

Obrazek 2.  Schéma pokusii s evokovanymi potencialy.

Schéma je spoleéné pro v8echny pokusy, tj. jak pro stimulace jednotlivymi pulzy pfi
hledani zavislosti parametri evokovaného potencialu na intenzit¢ stimulace, tak pro
stimulace parovymi pulzy. Kazdé zvite prodélalo 3 stejné po sobé nésledujici cykly
stimulaci mezi nimiz bylo farmakologicky ovlivnéno. Jedna obratka cyklu znamend 8
jednotlivych resp. parovych pulzi, v nasledujici obratce se méni sledovany parametr
stimulace -intenzita resp. délka mezistimulaéniho intervalu.




1000 pV

~ 1.pozit.
stim. 10 ms

[

L2

Obrazek 3.  Schéma typického transkalozélniho evokovaného potencialu.

Evokovany potencial je vyvolan stimulaci kontralateralni senzorimotorické kiry
potkana bipolarnim elektrickym pulzem.

stim. -stimula¢ni artefakt

1. pozit. -prvni pozitivni vlna
1. negat. -prvni negativni vina
A -amplituda

L1 -latence prvni pozitivni viny
L2 -latence prvni negativni viny



1. stim. 2. stim. 3. stim.

pauza 15 minut

1.AD 2.AD 3.AD 4.AD

PRVNI PAR

DRUHY PAR

ST|MULAC| injekce
baclofenu
(6mg/kg)
nebo fyziol.
roztoku

STIMULACI

Obrazek 4.  Schéma pokusu s cyklem excitability.

Schéma jednoho experimentalniho sezeni béhem néhoz je zvite 4x stimulovano
(8Hz / 15s). Intenzita stimulaéniho proudu je stanovena v pifipravném sezeni tak, aby byl
vyvolan nasledny vyboj typu hrot-vina. Injekce baclofenu nebo fyziologického roztoku
je aplikovéana v 5. minuté meziparového 15 minut dlouhého intervalu. VSechny intervaly

se méfi od okamzZiku skonc€eni nasledného vyboje.

stim. -stimulace
AD -nasledny vyboj (after-discharge) typu hrot-vina

I -vnitroparovy mezistimula¢ni interval; 2, 3, 5,10 nebo 20 minut, v obou parech

stejny
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Obrazek 5.  Piiklad analyzy spontanniho ECoG.

Analyza ¢tythodinového zdznamu zvifete €. 3.

(S

hodina -kontrolni ECoG

2. hodina -injekce baclofenu (6 mg/kg i.p.) v €ase 1:06 (vyznadeno Sipkou); pfiblizné v
¢ase 1:15 - 1:20 patrné zvySeni etnosti i amplitudy delta vin a amplitudy theta vin,
soucasné pokles Cetnosti alfa vin

hodina -zmény ECoG maximéln€ vyjadieny

4. hodina -navrat k ptivodnimu charakteru ECoG b&hem druhé poloviny 4. hodiny

W

LF, LP, LO, RO: monopolarni svody z levé frontalni, parietalni, okcipitalni a pravé
okcipitalni elektrody; v kazdém svodu postupné vyhodnoceny delta, theta, alfa a
beta viny (Cervené €etnost "ostrych vin")

¢as: shora doli; po levé stran¢ méfitko, 1 dilek = 5 minut

analyza: kaZdych 10 sekund ECoG je reprezentovano vodorovnou ¢arkou ve viech
Castech spektra, jeji délka odpovida relativni Cetnosti a barva amplitudé
pfislusného rytmu; barevna stupnice vpravo dole

6 (Cervena): vice nez 500 pV

5 (tmavé zelend): 400-500 pVv

4 (tmave modra): 300-400 pV

3 (zlutd): 200-300 pVv

2 (svétle zelend): 100-200 pV

1 (svétle modrd): méné nez 100 pV
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Obrazek 6.  Zavislost amplitudy evokovaného potencialu na intenzité
stimulaéniho proudu. Ukazka dvou zvifat.

Ukazka zvifat €. 6 a 8 dokumentuje rozdily v charakteru zavislosti: u
zvitete €. 6 spiSe linearni typ zévislosti, prahova hodnota intenzity stimulace
vyvolavajici bifazicky typ evokovaného potencidlu je 2 mA, zvite ¢. 8 vykazuje
spiSe "satura¢ni" typ zavislosti, prahova hodnota intenzity stimulace je 0.3 mA.
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Obrazek 7.  Vliv baclofenu na amplitudu evokovanych potenciall pfi riznych
intenzitach stimula¢niho proudu.

Vliv baclofenu nedosahl hladiny statistické vyznamnosti pfi Zadné intenzité
stimulace.
pouzité intenzity stimula¢niho proudu: prahova pro vyvoléni bifazického evokovaného
potencialu, dvoj- a trojndsobek prahové hodnoty
pocet zvifat: n=11 (prvni dvé stimulaéni intenzity)

»wr

n=8 (nejvyssi stimula¢ni intenzita)
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prahova 2x prahova 3x prahova

intenzita stimulace

1 kontrola
baclofen 3 mg/kg
BB baclofen 6 mg/kg

Obrazek 8.  Vliv baclofenu na latence 1. pozitivni a 1. negativni viny evokovaného
potencialu.

L1 -latence prvni pozitivni viny; L2 -latence prvni negativni viny

pouzité intenzity stimula¢niho proudu: prahova pro vyvolani bifazického evokovaného
potencialu, dvoj- a trojnasobek prahové hodnoty

pocet zvitat viz. obr. 7

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole (analyza rozptylu s naslednym Tukeyho
testem; p=0.020; n=11)
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Obrazek 9.  Parové stimulace- vliv baclofenu na relativni velikost amplitudy druhého
evokovaného potencialu pii jednotlivych mezistimula¢nich intervalech.

svisla osa: Al -amplituda prvniho evokovaného potencialu; A2 -amplituda
druhého evokovaného potencialu
pocet zvirat: n=11

* rozdil mezi kontrolou a baclofenem ve vy3si davee (6 mg/kg; analyza
rozptylu s naslednym Tukeyho testem; p=0.038)

** rozdil kontroly od obou davek baclofenu (stejné testy; p=0.006)
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Obrazek 10. Stimulaéni prahy pro nésledné vyboje.

Prahové hodnoty intenzity stimula¢niho proudu vyvolavajici nasledné vyboje,
které byly klasifikované stupném 1 az 4. Klasifikace: 1 -béhem stimulace rytmické
motorické projevy; 2 -nasledny ECoG vyboj typu hrot-vlna; 3 -nasledny vyboj typu
hrot-vlna doprovéazeny motorickou slozkou; 4 -nésledny vyboj smiSeného typu

Rozdily mezi kontrolou (n=10) a baclofenem (6 mg/kg; n=8) nedosahly statistické
vyznamnosti.
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baclofen 6 mg/kg

osa X: pofadi stimulaci

Obrazek 11. Prehled trvani naslednych vyboju pii jednotlivych mezistimulaénich intervalech.

pocCty zvifat viz. tab. 7

* -rozdil mezi prvnim a druhym néslednym vybojem daného paru (analyza rozptylu s

naslednym Tukeyho testem: p<0.001)

+ -délka prvniho a druhého nasledného vyboje se lisi jen pfi srovnani parovym t-testem

(p<0.001)

++ -tfeti nasledny vyboj u ovlivnénych zvifat se pfi srovnani parovym t-testem lisi
od prvniho (p=0.012) a také od tfetiho nasledného vyboje u zvirat kontrolnich (t-test;

p=0.003)
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Obrazek 12. Cyklus excitability po nasledném vyboji typu hrot-vlna.

Znazornén je rozdil délky naslednych vyboji (v sekundéch) pfi prvnim paru
stimulaci (1. a 2. nasledny vyboj). ProtoZe injekce farmaka nebo fyziologického
roztoku byla podévana aZ po prvnim paru stimulaci, jsou v tomto grafu zahrnuty obé
skupiny zvifat.

svisl4 osa:

/1.AD/ -délka trvani 1. nasledného vyboje
/2.AD/ -délka trvani 2. nasledného vyboje

* _statisticky vyznamny rozdil mezi /1.AD/ a /2.AD/ (péarovy t-test; p<0.001; n=15)
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Obrazek 13. Vliv baclofenu na cyklus excitability.

Injekce baclofenu byla poddna mezi prvnim a druhym péarem stimulaci, kontrolni zvitata
dostala injekci fyziologického roztoku. Svisla osa: rozdil délky trvani 1. a 2. (pfed injekci) resp.
3. a 4. (po injekci) nasledného vyboje; sloupecky smétujci vzhlru znamenaji, Ze ve sledovaném
paru byl druhy nasledny vyboj delsi neZ prvni, analogicky sloupecky smétujici doli znamenaji
jeho zkraceni.

* -rozdil mezi prvnim a druhym parem stimulaci (parovy t-test; p=0.039; n=8)

** _rozdil mezi prvnim a druhym parem stimulaci (stejny test; p=0.041; n=7)

+ -u 5-ti minutového intervalu nalezen rozdil mezi kontrolni a ovlivnénou skupinou jiZ pfi
prvnim paru stimulaci, tedy pted injekci (t-test; p=0.025; n=10+10)



Tabulka 1.  Amplituda evokovaného potencialu.

intenzita stimulace

kontrola

baclofen 3 mg/kg

baclofen 6 mg/kg

Amplituda (primeér + S.E.M.) je vyjadiena v uV; primeéry z 11 (ob€ nizsi
intenzity) resp. 8 (nejvyssi intenzita) zvirat .

Tabulka2.  Latence prvni pozitivni viny evokovaného potencialu.

intenzita stimulace

prahova 2 x prahova 3 x prahova

kontrola 16%

baclofen 3 mg/kg

baclofen 6 mg/kg

Latence (primér + S.E.M.) je vyjadiena v ms; priméry z 11 (ob€ niZsi
intenzity) resp. 8 (nejvyssi intenzita) zvirat

* _statisticky vyznamny rozdil proti kontrole (ANOVA s néaslednym Tukeyho
testem; p=0.020)

Tabulka 3.  Latence prvni negativni viny evokovaného potenciélu.

intenzita stimulace
prahova ' 2x prava’ 3 prahoé

kontrola

baclofen 3 mg/kg

baclofen 6 mg/kg

Latence (prumér + S.E.M.) je vyjadfena v ms; priméry z 11 (ob€ nizsi

intenzity) resp. 8 (nejvyssi intenzita) zvirat.



Tabulka 4.  Relativni velikost amplitudy druhého evokovaného potencialu (A2)
vzhledem k amplitudé€ prvniho evokovaného potencialu (Al).

mezistimulaéni
interval (ms)

kontrola baclofen 3 mg/kg |baclofen 6 mg/kg

Parova stimulace. Relativni velikost amplitudy je vypoctena podle vzorce: [(A2)/(Al)] x
100 % + S.E.M.; priméry z 11 zvifat.

* _statisticky vyznamny rozdil od kontroly (ANOVA s naslednym Tukeyho
testem; p=0.038)
** _statisticky vyznamny rozdil od kontroly (stejné testy; p=0.006)



Tabulka 5.  Prahové hodnoty stimulace pro nasledné vyboje.

stupen klasifikace
nasledného vyboje
1. (pohyby pfi stimulaci)f
2. (nasledny vyboj SW)}
3. (klonickée krece)f
4. (smideny nasledny vyboj)f

baclofen 6 mg/k

Hodnoty stimula¢niho proudu vyvolévajici jednotlivé typy naslednych

vyboji jsou vyjadieny v mA; primér z 10 (kontrola) a 8 (baclofen) zvifat
+S.EM.



Tabulka 6.  Trvani naslednych vyboji.

kontrola

mezistimulaéni poradi naslednych vyboju
interval

2 minuty

3 minuty

5 minut

10 minut

20 minut

baclofen
(6 mg/kg)

2 minuty

3 minuty

5 minut

10 minut

20 minut

Trvani naslednych vyboji je vyjadieno v sekundach (primér + S.E.M.); pocéty
experimentéalnich sezeni, z nichZ byly priméry pocitany, uvadi tab. 7.

* -statisticky vyznamny rozdil od 1.ndsledného vyboje (ANOVA s naslednym
Tukeyho testem; p<0.001)
** _statisticky vyznamny rozdil od 3.nésledného vyboje (stejné testy;
p<0.001)
# -statisticky vyznamny rozdil od 1.nésledného vyboje jen pii srovnani
parovym t-testem (p<0.001)

& -pfi srovnani parovym t-testem rozdil od 1. nasledného vyboje (p=0.0012) i
od tietiho nasledného vyboje kontrolnich zvirat (t-test; p=0.003)



Tabulka 7.
naslednych vybojt.

kontrola

pouzita
nepouzita
celkem

podil nepouzitych (%)

baclofen

pouzita
nepouzita
celkem

podil nepouzitych (%)

mezistimulacni interval

Pocet experimentélnich sezeni v pokusu s cyklem excitability

2 min. 3 min. 5 min. 10 min. 20 min.
8 11 10 9 7
3 0 1 4 2
11 11 11 13 9
27,3 0,0 9,1 30,8 22,2
2 min. 3 min. 5 min. 10 min. 20 min.
7 11 10 8 10
5 0 1 3 1
12 11 11 11 11
417 0,0 9,1 27,3 9,1

Pocet experimentalnich sezeni neodpovida skute¢nému mnoZstvi pokusnych

zvitat, kazdé zvife bylo podrobeno vice sezenim (primérné ¢tyfem, maximalné

vsak péti, vZdy s jinym mezistimula¢nim intervalem).

pouzita

-sezeni pouZita pro statistické zpracovani

nepouZitd -sezeni nepouZita pro statistické zpracovani protoZe se pii nich
nepodafilo pfi 3. stimulaci vyvolat nasledny vyboj
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Na str. 30 chybi citace této prace: Racine R.J (1972) Modification of seizure activity by
electrical stimulation. II. Motor seizure. Electroenceph Clin Neurophysiol, 32, 281-294.

V celé praci je pouzito anglického ptepisu slova "baclofen" namisto ¢eského "baklofen"
(podobné "bicucullin" namisto "bikukulin"). Ionty uvedené jako Ca2+, K+ a CI- by pak méli
spravng vytistény vypadat: Ca**, K*, CI.

Za chyby se ¢tenaiim omlouvam.
J.L.



