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Anotace

Anotace

»Seizures beget seizures.
- Sir William Gowers

Uvodni vyrok, stary vice nez 130 let, sdéluje pomérné prostou skute¢nost: zachvaty vedou
k zachvatim. Ovsem piesné dil¢i patofyziologické mechanismy jsou stale piedmétem spekulaci
a dalsiho vyzkumu. Proto se v této praci zabyvam hypotézou, Ze série epileptickych zachvati
zpusobuje nezvratné zmény schovyeh—bunck—V centralni nervové soustave, predevsim
podpurnych, tj. gliovych, bunék, které 4s aii vedou K rozvoji
epilepsie -(epileptogenezi) a tedy zvySeni jak intenzity zachvatu tak jejich poctu. To v
kone¢ném disledku vede opét k dalsim zachvatim a celkovému postupu—rozvoji nemaoci.
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Vzhledem k tomu, ze epilepsie je nejrozsitenéj$i chronické neurologické onemocnéni a Vv

soucasnosti zhruba tfetina pacientli vseu€asnosti- nereaguje na farmakologickou lécbu (trpi
nejsme—schopnilééit—-farmakorezistentnimi typy typy—epilepsie) kterymi—trpi—zhrubatietina
pacienti; Se V této praci snazim snazin-odhalit mozné patofyziologické mechanismy wznikajict
jako—odpoved—CNS—na—epHepticke—zaehvatytohoto zdvazného onemocnéni. Pochopeni
mechanizmut zodpovédnych za vznik a rozvoj epilepsie Prekazani-téchto-mechanismi-by mohlo
vést k VyVO_]l novych a ucmne]slch molekul ktele ovlivnénim téchto eilenyeh—prave na
studovanych mechanizma zlepsi
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levalitu zivota pacienti s epilepsii. V experimentalni ¢asti popisuji vyvoj modelu epileptogeneze

opakovanou aplikaci pentylentetrazolu (PTZ kindling modelt) u inbrednich mysi plemene
kmene C57/BL6. Pravé na tomto modelu bude nasledné provadens-experimentalnic ovéfenia
hypotéza vyznamu poSkozeni myelinové pochvy v epileptogenezi, ktera je podrobné

ﬂa%meﬂyelﬁrpopsana % teoretlcké Casti. Navic tento PTZ kindling model #ize-posleuzitbude
vyuzit i§ : etev ramci dalSich projekti vyzkumu epilepsie.
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Annotation

»Seizures beget seizures.
- Sir William Gowers

The introductory quote, more than 130 years old, points to the relatively simple fact:
seizures beget seizures. However, exact pathophysiological mechanisms remain the subject of
many speculations and further research needs to be undertaken to fully comprehend this fact.
In this article, | further investigate my own hypothesis that series of epileptic seizures induce
irreversible changes of the central neural system, concerning especially neural supporting cells
— glial cells. These changes, in turn, contribute to the epileptogenesis in terms of both the
amount of seizures and their intensity. In the end, this leads to more seizures and further
progress of the disease. Since epilepsy is the most common chronic neurological disease and
that in the present about one third of the patients suffer from refractory epilepsies, in this article
I to expose possible pathophysiological mechanisms induced as the
CNS response to epileptic seizures. Exposure of these mechanisms could lead to the
development of that improve the quality of patients
with epilepsy by the mechanisms studied in this
article. The experimental part describes the development of the PTZ kindling model of mice:
breed C57/BL6. This very model will serve us as an experimental proof of the hypothesis
concerning the significance of myelin sheath impairment in epileptogenesis,

in the theoretical part. Furthermore, this PTZ model will be used in
following projects concerning the research of epilepsy.
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Seznam[JD1] zkratek

2PM dvoufotonova mikroskopie

A-A astrocyt-astrocyt

A-O astrocyt-oligodendrocyt

AD Alzheimerova choroba

AH Ammoniv roh

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
AIS inicialni segment axonu

AP ak¢ni potencial

APC antigen prezentujici buiika

Argl arginaza |

ATP adenosintrifosfat

BBB hemoencefalicka bariéra (blood-brain barrier)

BP vétvici bod (branch point)

Clq complement component subunit 1q

CAl Cornu Ammonis 1

CA2 Cornu Ammonis 2

Cas3 Caspase 3

CcC corpus callosum (kaldzni téleso)

CC-1 protilatka proti APC — antigenu prezentujici buniku
CD68 diferencia¢ni skupina 68 (cluster of differentiation 68)
Chil3 chitinase-like 3

Cl mozkova ischemie

CLF mozkova podélna fizura

cor kortex



CM

komplementové molekuly

CNS centralni nervova soustava

CPS komplexni parcidlni zachvat

Cx-30 konexin 30

Cx-41 konexin 41

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol

DCX doublecortin

DG dentate gyrus

EB Evansova modf

EC entorhinalni ktra

EEG elektroencefalografie

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay
FCD fokalni kortikalni dysplazie

FCDIIb fokalni kortikalni dysplazie, typ 2b2 b
FGU Fyziologicky tstav

Fzdl frizzled class receptor 1

GABA kyselina gama-aminomaselna

GD gyrus dentatus

GFAP glialni fibridlni acidicky protein

GG gangliogliom

GJ skulinové spojeni

hip hippokampus

Ibal ionized calcium-binding adapter molecule 1
ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1

19G imunoglobulin G



IPSP inhibi¢ni postsynapticky potencial
KA kyselina kainova

Kir4.1 dovnitt usmérnovaci draslikové kanaly 4.1 (inwardly rectifying
potassium channels 4.1)

LAMP membranové glykoproteiny asociované s lysozomy (Lysosome-
associated membrane glycoproteins)

LE limbicka epilepsie

M1 primarni motoricka ktra

M2 sekundarni motoricka kira

MAG myelin-associated glycoprotein

MBP myelinovy bazicky protein

MDN medialni dorzalni jadro

MF mechova vlakna

MOG myelinovy oligodendroticky glykoprotein

MTLE mesialni epilepsie spankového laloku

NeunN hexaribonucleotide binding protein-3

NF«B nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NMDA N-methyl-D-asparagova kyselina

NG2 neuron-glialni antigen 2, ekvivalent lidského genu CSPG4 u potkana
Nogo-A neurite outgrowth inhibitor-A

NoR Ranviertv zafez

NS nervova soustava

oL oligodendrocyty

Olig2+ transkrip¢ni faktor oligodendrocytu

OPC/NG2 glie oligodendrocytické prekurzové bunky

PC piriformni kiira



barvivo citlivé na napéti (voltage-sensitive dye)

PCA oblast piriformni kiry

PDS paroxysmalni depolarizacni posun
PLP proteolipidni protein

PNS periferni nervova soustava

PTZ pentylentetrazol

ROS reaktivni druhy kysliku

SIHL primary somatosensory hindlimb cortex
SC Schwannovy bunky

SE status epilepticus

SGZ subgranularni zéna

SLM stratum lacunosum moleculare
SO stratum oriens

SR stratum radiatum

SR1 stratum radiatum 1

TBI traumatické poranéni mozku

TLE epilepsie spankového laloku

TLR toll-like receptor

TNF tumor nekrotizujici faktor

TSC kompex tuberous sclerosis
TUNEL TdT-mediated dUTP nick end labeling
V2 secondary visual cortex

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1
VSD

WB imunoblot

YFP zluty fluorescencni protein



1 UvoD

Epilepsie je pojem zahrnujici skupinu onemocnéni spadajicich mezi nejrozsitené]si
neurologickd onemocnéni. Epilepsie se projevuji opakovanymi, spontdnnimi epileptickymi
zachvaty. Postihuji zhruba 0,5 az 1,5 % populace, nicméné epilepticky zachvat prodéla za zivot
2—52 az 5 % populace (Mytfyzkova 2009).

Ke vzniku epilepsie je nutny epilepticky agregat, tedy jisté mnozstvi vétSinou morfologicky
a—funkéné pozménénych neuroni, reagujicich na pifivod vzruchi paroxysmalnim
depolarizaénim posuvem (PDS). Jeho dasledkem je sled rychle po sobé jdoucich akénich
potencidll, které ale maji vzdy stejnou amplitudu. Nutno dodat, Ze ke vzniku agregatu je nutna
synchronni aktivita téchto neuronti, vytvarejicich ohniskové interiktalni vyboje. Proti tomu
bojuji inhibi¢ni modulaéni systémy, jejichz tikolem je branit Sifeni abnormalnich vzrucht do
okoli epileptického loziska. Oslabeni téchto systému poté vede k Sifeni tohoto loziska do okoli
a premeén¢ dalSich neuronti na epileptické (Mytfyzkova 2009; Jefferys 1990).

Neurony se preménuji na epileptické, pokud dojde k poruse neurondlnich membran a zméné ve
vodivosti uréitych iontovych kanald, naptiklad pfi zvysené excitabilité napét'ovych sodikovych
kanalti. Tyto neurony pak reaguji na podnét, na ktery by bézné¢ reagovat nemély, dochazi
k depolarizaci, a tedy k prevladnuti excitaénich mechanismtl, coz vede k PDS. Nebo muize byt
naopak oslabena GABA — ergni inhibice, zajist'ovana inhibi¢nim neurotrasmiterem kyselinou
gama-aminomaselnou (GABA).; Tim v konecném dusledkuéimz opét prevlada excitace
(Mytfyzkova 2009).

Vétsina antiepileptik se soustiedi predev§im na vyfeSeni problému piilisné excitace. Toho 1ze
dosahnout dvéma zptsoby. Tim prvnim je inhibice napétovych kanalt, kterou provadéji napf.
karbamazepin a gabapentin, cilici na inhibici sodikovych kanali. Druhym zptisobem je posileni
GABA inhibice, kterou provadé¢ji napt. fenobarbital, patfici k nejznaméjSim antiepileptikiim.
Tyto latky posiluji synaptickou inhibici vyvolanou GABA, ¢imz prodluzuji dobu otevieni
Cl kanalu a tim i hyperpolarizaci. Z fady téchto latek je vyznamny i diazepam, vazajici GABAA
receptor a tim umozhujici Cast&jsi otevirani CI” kanalu, zaroven ovSem sniZuje aktivitu Na*
kanalu (Mytfyzkova 2009)

Tato prace ma nastinit alternativni pfistup k epilepsii ve smyslu mozné 1écby, pravé kvili
velkému mnozZstvi farmakorezistentnich epilepsii. VétSina soucasnych metod totiZ necili na
odstranéni druhotnych zmén v mozku vyvolanych epilepsii — pfedevsim téch zmén na Grovni
celého axonu. . Tim
prvnim je potvrzeni ¢i vyvraceni hypotézy, Ze existuje souvislost mezi zachvatovou aktivitou a
ubyvanim ¢i strukturdlnimi zménami myelinu. Druhym cilem je urcit roli myelinové pochvy v
epileptogenezi, prevazné jeji strukturadlni zmény béhem zachvatl, zda, popiipadé do jaké miry,
pfispiva k zachvatim nebo jejich pretrvani. Z experimentu, blize popsané¢ho nize, by mély
vzejit zaveéry zohlediujici funkeni roli myelinové pochvy v epilepsii.



Aby bylo mozné znat na dvé zésadni vyse uvedené otazky odpoveéd, rozdélil jsem si jednotlivé
mechanismy tykajici se role myelinové pochvy v epileptogenezi. Pro ovéfeni toho, zda se
skute¢n¢ uplatiiuji, je nutné znat odpoveédét na nasledujici otdzky: zda béhem epilepsie dochazi
k ubytku oligodendrocytll, zda se ztencuje axon, zda se méni vlastnosti sodikovych kanald, zda
dochazi k poskozeni pericyti aj. Vyse uvedené vztahy by tato prace meéla, pokud mozno,
propojit. Odpovéd’ na tyto otazky ma poskytnout sbér dat o oligodendrocytech, astrocytech,
buiikach endothelia, microgliii, draslikovych Kir 4.1 kanalech, AQP4 a dalSich s témito
buiikami spjatych jevi.

Duivody, pro¢ je dilezité shromazdit pravé dané ukazatele a udaje a dopad interpretace téchto
dat na mou hypotézou je popsan vzdy na konci piislusné podkapitoly 3. kapitoly ,,Mechanismus
demyelinizace®, kde na zdkladé€ dosud shromazdénych zdroju interpretuji, co mé vedlo k uvaze,
ze béhem epilepsie dochazi k demyelinizaci a popisuji jeji mozny mechanismus.

Nasledné musi pfijit na fadu samotné experimentalni ovéfeni této hypotézy, které zapocne
16. 4. 2018 na Oddéleni vyvojové epileptologie Fyziologického tstavu (FGU) AV a skonéi
zhruba Sest tydnt poté. Experimentalni ovéfeni této hypotézy tedy bohuzel neni soucasti této
prace, nicméné v préci jsou citace literatury, ktera ukazuje, ze se jednotlivé dil¢i ¢asti mnou
navrhovaného mechanismu uplatnuji.

Soucast této prace nicméné tvoii vyvoj pentylentetrazol (PTZ) kindling modelu u mysi
inbredniho kmene C57/BL6, popsany v experimentalni Casti. Pravé na tomto modelu
16. 4. 2018 zacéne ovétovani moji hypotézy



2 UVOD DO PROBLEMATIKY PREDCHOZIEXPERIMENTYA
PREDCHOZi EXPERIMENTY

Od zatatku mého ptisobeni na oddéleni Vyvoiové epileptologic FGU AV b&hem &ervence 2017

me velmi zajimal vztah mezi myelinovou pochvou a zachvaty. Dvé prace, podrobnéji popsané

nize V podkapitolach 2.1 a 2.2, se pro mé staly stézejni, protoze potvrdily, ze existuje
oboustranna zavislost mezi zachvaty a demyelinizaci.

Myelinova pochva se stala cilem mého zkoumadni, protoZze predstavuje nesmirné dualezity
elektricky izolant axonu, velmi dulezity pro ptevod akénich potenciali (AP). Jedna se o_velmi
modifikovanou plazmatickou membranu, spirdln€ omotanou okolo axonu. Ta oddé€luje axon od

iontd v okoli a zabratiuje pronikani elektrického proudu ven z axonu — myelin totiZ snizuje

kapacitanci a zvySuje elektricky odpor axolemmy (axonové membriny). Axon, ktery neni

obaleny myelinovou pochvou, pfendsi AP mnohonasobné& pomaleji nez myelinizovany axon.

Naboj se totiz po nemyelinizovaném axonu pohybuje potad stejnou rychlosti, podobné jako

vina, kdezto v myelinizovaném axonu se pohybuje tzv. saltatornim (skakavym) vedenim

vzruchu a tim dochézi k jeho urychlovani. Saltatorni vedeni vzruchu zaji$t'uje, ze elektrické

impulzy pieskakuji mezi jednotlivvmi Ranvierovovymi zafezy (NOR), nikoliv po celé

axolemmé.

Sifeni AP je pak podminéno vznikem mistnich proudu — ty vznikaji mezi nabuzenvm

a nenabuzenym mistem axolemmy. V misté nabuzeni poté dochazi k oto¢eni_polarizace

membrany. Snaha vyrovnat niboj pak vede k podélnym iontovym tokim, které zpusobi

V sousednim useku depolarizaci, kterou nasleduje pokles potencialu pod prahovou hodnotu

avznik AP. Na Ranvierovych zaiezech vzdy dojde k obnoveni AP, ktery je poté veden

samotnvm vnitikem axonu, protoZe diky vysokému elektrickému odporu myelinové pochvy je

oddélen od okoli — mistni proudy se tedy uzaviraji mezi jednotlivvmi Ranvierovymi zaiezy.

Sodikové kanily, umisténé na Ranvierovych zdiezech, jejichz plosnd Koncentrace je

mnohonasobné vy$si nez v synaptické Sté€rbiné, poté zajist'uji stdlou amplitudu pienaseného

AP. Zpusob vedeni AP po myelinizovaném vlakné je i1 energeticky usporné€jsi diky mensimu

po¢tu Na a K iontd ucastnicich se pienosu, které snizuje potiebu dodavat ATP sodikovo
draselnym pumpam (Na+/K+-ATPazam) (Mallucci et al. 2015).

U C¢&lovéka dochazi k myelinizaci predev§im b&éhem kojeneckého obdobi. Za myvelinizaci

periferni nervové soustavy (PNS) jsou odpovédny Schwannovy bunky (SC), kdezto v pfipadé

centralni nervové soustavy (CNS) jsou za ni_odpovédny oligodendrocyty, které se nachazeji
pouze v CNS. Samotny myelin je lipidoprotein, hlavni cast lipidové slozky tvofi
galaktocerebrosid. Proteinova slozka je ze zhruba 23 %_tvofena myelinovym_bazickym
proteinem_ (MBP), spolu s 50 % proteolipidniho proteinu (PLP), myelinovym
oligodendrocytickym glykoproteinem (MOG) a myelin-associated glycoprotein (MAG).
Slozky myelinové pochvy jsou zpevnény vlakny sfingomyelinu (Mallucci et al. 2015).
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Hlavni funkci myelinové pochvy je urychlovani AP vedenych axonem a zabrafiovani pronikdni

elektrického proudu do okoli axonu.

Zasadni otazka, kterou jsem si polozil, znéla, zda PDS, znak typicky pro epilepsii, ovliviiuje
myelinovou pochvu. Na urovni jednotlivych neuronu totiz epileptiformni aktivita zahrnuje
udrZovanou prodlouzenou depolarizaci, jejimz vysledkem je rychld davka mnoha AP po sobé,

nasledovana rychlou repolarizaci a hyperpolarizaci. Prodlouzend depolarizace neurondlni

membrany diky influxu Ca®' iontd, ktery vede k otvirani napétové zavislych sodikovych

kandlli, totiz naslednym influxem Na* iontd vede pravé k ving mnoha AP po sobé. Naslednd
hyperpolarizace je bud’to moderovidna GABA receptory a influxem Cl” iontti, nebo effluxem K*
iontu, v zavislosti na typu bunky.

PtiSlo mi tedy pomérné logické, Ze série rychle po sobé jdoucich akénich potenciala, pii které

V axonu dochdzi k shromazd’ovani a naslednému putovani ionti, mnohdy i po delsi dobu

v zavislosti na délce zachvatu, by potencialné mohla naruSit vnitini prostiedi axonu
i myelinovou pochvu.

yNasledné jsem tedy zformuloval
svou hypotézu, na jejiz ovéfeni jsem nasledné navrhl experiment. Vychézel jsem-jsemyehazel

ptedev§im ze dvou c¢lankt uvedenych nize. Prvni ¢lanek (You et al. 2011), popsany
v podkapitole 2.1,{2-4} zkouma vliv opakovanych epileptickych zachvati na myelin v CNS,
druhy ¢lanek (Lapato et al. 2017), popsany v kapitole 2.2,{2:2} se zabyva vlivem chronické

demyehmzace na eplleptlcke zachvaty Qd—zaééﬂeu—mehe—p&sebem—&a—FGUﬁ%Lmﬁe}m*

2.1 Demyelinizace jakoZto nasledek zachvatu

Na téma vyzkumt, zabyvajicich se poskozenim myelinové pochvy nasledkem opakovanych
zachvatu, jsem byl schopen dohledat pouze praci—f21 sndzvem ,Myelin damage of
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306452217300489

hippocampus and cerebral cortex in rat pentylenetetrazol model* (You et al. 2011)}. Autofi v ni

provadéli méfeni na celkem 54 ech (na 27 byla provadéna méfeni, 27
bylo kontrolnich). urenym na experiment byla
podana podprahova neboli davka (35 mg/kg)pedpraheva—neb

pentylentetrazolu (PTZ), nekompetitivniho antagonisty GABAAa receptort 3x tydné (Po, St, Pa)
do ocasni zily. Subkonvulzivni davka je davka, ktera prvotné nevyvola zachvat. Po kazdém
vpichu nésledovalo pozorovani krys a ur€ovani jejich zachvati dle Racinovy skaly. Kontrolnim
krysam byly podavany injekce fyziologického roztoku. Ve stanovenych ¢asovych intervalech
(2,4, 6 tydni) bylo vzdy devét experimentélnich a devét kontrolnich potkant,
které poslouzily na zméfeni postupu patologickych zmén. Veskerd obrazova data se soustiedi
na hippocampus a kortex. Autofi méfili pomér myelinového bazického proteinu (MBP) ku B —
actinu (pomér Casové proménné latky ku casové stale latce), dale hladinu NG2, hladinu
protilatek proti MBP pomoci enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) a také poskozeni
hemoencefaltické bariéry (BBB) pomoci [OJ2]markeru Evansova modi (EB). MBP jsou
proteiny ze skupiny celkem sedmi proteind produkovanych jedinym genem pro MBP na
chromozomu 18g22-q23 alternativnim splicingem a nachazi se na vSech myelinovych
pochvach v CNS i PNS. Role MBP je interakce s lipidy v myelinové membrané. U MBP-
knockout mysi jeho ubytek vedl ke snizeni myelinizace, tremortim, coz jsou stavy typické pro
roztrouSenou sklerézu (MS) a zachvatim. Spekuluje se, ze lymfocyty, pronikajici ptes
porusenou hemoencefalickou bariéru (BBB) cili pravé na tento protein, ¢imz vyvolavaji
roztrousenou sklerozu (Mallucci et al. 2015).

Vysledky experimentu jsou nasledujici: Béhem prvniho méfeni ve 2 tydnech doslo k ubytku
MBP. Tento ubytek se ovSem pii dalSich méfeni vyrazné neménil, a to 1 pfes zvySujici se
frekvenci zachvatli zaznamenanych jak pomoci EEG, tak pomoci Racinovy skaly. Podle autort
z prace také vyplynulo, Zze stejna hladina neuron-glialniho antigenu 2 (NG2), potkaniho
ekvivalentu lidského genu CSPG4, bcéhem méfeni odpovidd stejné hladiné
oligodendrocytickych prekurzorovych bun¢k (OPC). Nejenze ale nedodali napt. méteni optické
hustoty NG2 béhem rtiznych ¢asovych intervalt, ale v praci neni ani zminka o pericytech, na
jejichz detekcei se také pouziva NG2 a mohlo tedy dojit k ovlivnéni méteni, zvlasté pti zvySeni
poctu pericytt béhem formovani gliové jizvy (Bergers 2005; Ozerdem et al. 2001). K formaci
gliové jizvy totiz dochézi pfi naruSeni BBB, kterou autofi zminuji nasledovné. Béhem traumatu
se totiz pericyty, bézné tvotici podpurné bunky endotelu, pfesunuji na uréené misto, zde se
diferencuji na myofibroblasty a tvoii hlavni fibrézni ¢ast gliové jizvy — jeji pomyslné jadro,
které je dale obalené ependymalnimi bunikami a nakonec astrocyty (reaktivnimi astrocyty).
Vzhledem k tomu, Ze se tyto bunky nachazeji pravé v jadru gliové jizvy, je pomérné obtizné je
detekovat. V praci ale nejsou uvedeny zadné informace o pericytech, diky cemuz se domnivam,
Ze autofi neuvazovali o mozné expresi NG2 pericyty, diky cemuz mize dojit k ¢aste¢nému
zkresleni vysledku jejich experimentu.

Poté, co autofi vyloucili moznost ibytku MBP jakozto nasledek ubytku oligodendrocyti,
uspésSné si ovetili myslenku, ze za zmény MBP mohou periferni imunokompetentni bunky
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pronikajici do CNS pies narusenou BBB. Mechanizmus poskozeni je patrné nepiimy pres
aktivaci bun¢k mikroglie a jejich ¢innosti. f[)odévém\[\] D3], ze odlisné experimenty (Luo et al.
2017) dokazaly, ze bilé krvinky v CNS samy 0 sob¢ nejsou schopny poskodit oligodendrocyty,
hraji ovsem velmi vyznamnou roli v aktivaci mikroglii, ktera bude zminéna dale. Pti zjist'ovani
miry poSkozeni BBB se ukézalo, Ze k nejvétsimu naruseni BBB doslo béhem prvniho c¢asového
méteni, tedy ve 2 tydnech, pak doslo ke zlepSeni. Tomuto zlepSeni by ale musela odpovidat
zvySena hladina pericytli, protoze formace gliové jizvy podporuje obnovu BBB. Diulezité,
pfedev§im pro porovnani s nésledujicim experimentem, je, Ze pii monitorovani dochazelo
K nejvetsimu poskozeni nejen v celém hippocampu, ale i v parietalnim kortexu a cerebralni
longitudalni fisufe (CLF). Také poskozeni BBB vede ke zvysené pravdépodobnosti epilepsie
spankového laloku (TLE). Na zavér v diskuzi si autofi kladou nasledujici otazky: zda se
poskozeni myelinové pochvy vyskytuje u vSech typi epilepsie, jak je mozné, Ze se hladina MBP
témét neménila s pribyvanim zachvata ¢i postupnou obnovou BBB a jak zméfit vliv ubytku
myelinu na epileptogenezi.
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2.2 Zachvaty jakoZto nasledek demyelinizace

V tomto vyzkumu s nazvem ,.Chronic demyelination induced seizures (Lapato et al. 2017) se

autofi snazili pfijit na to, pro¢ maji pacienti s roztrousenou skler6zou (MS) tfi az Sestkrat vyssi
pravdépodobnost zachvatovych onemocnéni. Frekvence zachvati navic roste s dal$im
prubéhem MS. Jedinci trpici MS vykazuji nasledujici stézejni patologické znaky: ztencovani
kury kortexu, atrofie Sedé hmoty, hipokampalni 1éze, ztraty interneuronti. VSechny tyto faktory
ptispivaji pravé ke zvysené pravdépodobnosti zachvatovych onemocnéni. Objasnéni téchto
mechanismu a jejich souvislosti se snazila nastinit pravé tato studief2-2}. V ni byly pouzity
geneticky modifikované mysi se zlutym fluorescen¢nim proteinem (YFP) v neuronech (Thy1-
YFP mysi), vySlechténé z C57/BL6 mysi. Na tetoplemenetento inbredni kmen mysi, C57/BL6,
jsme poté ve FGU AV vyvinuli PTZ kindling model, ktery by nam mé&l umoznit co nejlepsi
porovnani obou pfedchozich experimenti..{2-4}af2-2}

Ve studii-f2-2} byly mysi v osmém tydnu jejich véku rozdéleny na tii skupiny. Jedna skupina
slouzila jako kontrolni, dalsi skupiny byly denné krmeny potravou s 0,2% roztokem cuprizonu
(CPZ). Jedna experimentalni skupina takto byla touto potravou krmena po dobu deviti tydna a
druhé experimentalni skupina po dobu dvandcti tydnii. Tyto dvé experimentalni skupiny budou
dale oznacované jako devititydenni (9 wk) a dvandactitydenni (12 wk).

CPZ se pouziva jako model progresivni MS, spousti mitochondridlni stres, jehoz disledkem je
poskozeni celého axonu (tedy i ubytek MBP). K neuropatologickym procesim CPZ pfispiva

nepiimo, nasledkem mitochondrialniho stresu je metabolické presmérovani na astrocyty, které

provadéji glvkolyzu, jejiz nasledkem je toxické poskozeni bun¢k. CPZ dile zpusobuje
demyelinizaci aktivaci apoptickych drah v oligodendrocytech (OL), coZz je nasledek
mitochondrialni dysfunkce a akumulace reaktivnich typu kysliku (ROS). Vné&jSimi projevy

podavanl CPZ  jsou  tonicko-klonické zachvaty—Zp&sebﬂjHemyehm-z&e}

kys%ﬂeeweh—f&dﬂea{u Tento roztok byl pfijiman mySmi, ur€enymi na experiment, V potrave.
Kontrolni mysi pfijimaly béZnou potravu. Zachvaty byly pozorovany u 30 % experimentalnich

mysi béhem osmého tydne po zahdjeni podavani CPZ, u 57,5 % devititydennich a 66,25 %
dvandctitydennich mysi. Zachvat byl vZzdy ovéten EEG nahravéanim.

Patologické zmény bunek zahrnuji nasledujici jevy: V hipokampalnim regionu
cornu ammonis 1 (CA1) dochézelo k rozsahlé demyelinizaci, ztraté parvalbuminovych (PV*)
interneuronti a zmeénam Vv expresi aquaporinu 4 (AQP4). Prace odhalila i rozdily u mysi na EEG
— u mysi trpicich pouze MS pozorujeme alfa viny s malou vychylkou a delta viny pii bézné
aktivité, u mysi trpicich jak roztrousenou sklerdzou, tak zachvaty (MS+S) mysi pozorujeme
i théta viny a pochopitelné u nich dochézelo k paroxysmalnimu depolariza¢nimu posunu (PDS).
MRI odhalila ptitomnost 1ézi ve spankovém laloku a demyelinizované fokusy v hipokampu,
spolu se zten¢ovanim kuiry kortexu a hypertrofii ventrikul. Zajimavé je, ze atrofie kiry a ztrata
neuront U Krys trpicich MS+S je ve strukturach spojenych s mesialni epilepsii spankového
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laloku (MTLE). U prvni prace sice nebyl k dispozici obrazek mozku s vyznacenou expresi
MBP v riznych ¢asovych stadiich, nicméné z popisu postizenych ¢asti v obou experimentech
vyplynulo, ze jsou mnohdy totozné. Tento fakt naznacuje moznou oboustrannou souvislost
mezi zachvatovou aktivitou a demyelinizaci.

Vyvolané zmény dale zahrnovaly ztratu populace interneuront, degeneraci CA1 pyramidovych
bunék, pieusporadani projekci z gyrus dentatus (GD) do CA. Na zméfeni tibytku interneuront
byly zvoleny parvalbuminové (PV+) inhibi¢ni interneurony, piedstavujici nejrozsifenéjsi typ
interneurontl, vyznacujici se pravé expresi PV. Autofi se zabyvali i zménou glii, protoze
podavani CPZ podporuje astrogliozu (vznik reaktivnich astrocytli) a infiltraci mikrofaga.
Autofi dale méfili pocet reaktivnich astrocytti pomoci glidlniho fibrilarniho acidického proteinu
(GFAP) a s tim souvisejici zmény hladin AQP4 a Kir4.1 (AQP4 se nachazi mimo jiné na
astrocytech, kde spolu s Kir4.1 pomaha udrzovat stalou hladinu extracelularnich K+ iontd, tedy
predevsim K+ iontl v synaptické §térbin€). K nejvétsi demyelinizaci, méfené pomoci stainingu
MBP, dochazelo v corpus callosum (CC), kortikalnich hemisférach a dorzalnim hippocampu,
o néco mensi, ale pofad znatelné v oblasti fissura cerebri longitudinalis (CLF) (viz obr. ¢. 1A,B,
grafy viz obr. ¢ 1C,G)

Na zjisténi stavu populace oligodendrocytii byl pouzit marker Olig2+ (viz obr. ¢. 1D,H)
aOlig2+ & CC -1 (viz obr. ¢. 1E,l), signalizujici oligodendrocyty, kde probiha produkce
myelinu (myelinizujici oligodendrocyty). Plosna koncentrace oligodendrocytli se téméf
nemeénila, nicméné v CAl a pak predev§sim CC doslo ke znatelnému ubytku myelinizujicich
oligodendrocytd. Zde je dle mého nazoru mozna souvislost se strukturalni neuroplasticitou,
pifesmérovanim drah, popiipadé axonalnim sproutingem. Na zméfeni, zda oligodendrocyty
prodélaly bunéénou smrt nekrozou ¢i apoptozou, byla pouzita Caspase 3 (viz obr. €. 1F,J). Toto
méfeni bylo negativni pro CA1, coZ naznacuje, Ze builky v CA1 prosly nekrozou. Caspase 3+
totiz ve zdravém mozku provadi apoptozu, je zodpovédnd za fragmetaci DNA a kondenzaci
chromatinu. Hraje zcela stézejni roli pfi programované bunééné smrti, nutné béhem vyvoje
mozku. Zajimavé mimo jiné je, ze u knockout Caspase 3 mysi dochazelo jen k selhani
programované bunééné smrti v oblasti mozku, nikoliv jinych orgénech ¢i tkanich. Pfedchozi
zjisténi tedy znamena, ze urCita ¢ast bunék prosla nekrdzou, kterd dale spousti odpoved
imunitniho systému. Dale doslo k razantnimu ubytku myelinizujicich oligodendrocyti (az
75 % v CC), svédcici o neschopnosti systému se, byt jen ¢aste€né, obnovit.

Zvysoval se 1 pocet mikroglii, méfeny pomoci markeru ionized calcium-binding adapter
molecule 1 (Ibal) (viz obr. ¢. 2C). Dochazelo tedy k vméSovani imunitniho systému
a zanétlivym procesim. Plocha pokryta mikrogliemi na pomezi stratum radiatum (SR)
a stratum oriens (SO) (viz obr. ¢. 2A,B) se ve 12. tydnu vice nez trojnasobné zvétsila, az
na 47 %.
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Obr. ¢. 1: Pribéh demyelinizace v corpus callosum a hippokmapu. A) Desetindsobné zvétSeni korovych ¢asti
mozku, immunostaining MBP a DAPI (markert jader) z kontrolni, 9-ti a 12-ti tydenni mysi. Mé&fitko (bila ¢ara) =
1 mm. Hvézdic¢ka oznaéuje poranéni u EEG elektrody. B) Desetinasobné zvétseni CC, skala 100 um (i) a 10 pm
(ii, iii, iv) a ¢tyficetinasobné zvétseni hip ukazujici oblasti stratum radiatum (SR) a stratum lacunosum moleculare
(SLM) (i), immunostaining MBP a DAPI. Ctyficetinisobné zvétieni obrazkti CC (iii) a CA1(iv), immunostaining
Olig2 a Olig2 & CC-1. C) Ztetelny pokles MBP v CC D) Nedochazelo k ubytku Olig2 E) Doslo k vyznamnému
ubytku myelizaénich OPC F) Apoptické Olig2 Cas3 buiky odpovidaly za smrt zhruba 45% OL bungk, v obou
ptipadech (9 wk i 12 wk) G) Vyrazné snizeni MBP v CA1 SR/SLM H) Postupny mirny pokles Olig2 (20% rozdil
mezi kontrolnimi mySmi a 12 wk. I) Vyrazné snizeni Olig2 & CC-1 J) Bunééna smrt OL v CA1 SR/SLM nebyla
zavisla na Cas3 (zdroj: Lapato et al. 2017)

Astrogliézou se zvySovala plo$na koncentrace GFAP astrocytli (viz obr. ¢. 2D) a viceméné
linedrné se zvySovala mira exprese GFAP jednotlivymi astrocyty (viz obr. ¢. 2E). Pocet AQP4
kanalt byl sice o polovinu mensi u 9 wk CPZ mysi v porovnani s kontrolnimi mySmi, ale u 12
wk CPZ mysi se zcela obnovil na hladinu kontrolnich mysi (viz obr. ¢. 2F). Nicméné¢ tyto kanaly
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uz nekopirovaly ventrikularni systém. Zjistovala Se | mira srazeni membran axonl spojena
S pronikanim a akumulaci toxickych proteini. Akumulace téchto proteinti je nasledkem
ptebytku metabolitd vylucovanych reaktivnimi astrocyty — laktatu pii nedostatku ATP. To vse
svéd¢i_o kyslikovo-glukézové deprivaci, vyvolané CPZ. :Navic doslo i K naruseni axonalniho
transportu.

A Normal 9 wk CPZ 12 wk CPZ
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Obr. ¢. 2: Pozorovani infiltrace makrofagt/mikroglii, reaktivnich astrocytl, zmén v expresi AQP4 v CAl u vSech
tfi skupin A) Ctyficetinasobné zvétseni CA1 stratum oriens (SO)/SR ve viech skupinach mysi. Méftitko (bila ¢ara)
= 10 pm. Immunostaining GFAP a AQPl a staining DAPI. Pozorujeme zvySenou expresi GFAP
u experimentalnich mysi, hypertrofni morfologii reaktivnich astrocyti, u nich dale ztratu nepiekryvajici se procest
(Sipky). U normalni mys$i AQP4 nasleduje vaskulaturu, aby mohl Iépe odvadét metabolity, a také kolokalizuje
s GFAP na patkéch astrocytii v t€sném kontaktu s krevnimi télisky. Pocet AQP4 se snizil u 9 wk mysi, ale exprese
GFAP pobliz vaskulatury se zvysila. U 12 wk mysi doslo k obnoveni AQP4 a reaktivni astrocyty vylucujici GFAP
se jiz neshromazd’ovaly poblize krevnich télisek C) Immunostaining Ibal v CA1 byl kvalifikovan jako obsah Ibal
v zobrazovaném poli. U normalnich a 9 wk mysi to bylo 10-13% zobrazovaného pole, ale doslo vice nez
k trojnasobnému zvyseni obsahu Ibal, a to na 47 %, u 12 wk mysi. To pravdépodobné souvisi s podilem mikroglii
a makrofagli na ¢isténi zbytkd rozpadajicich se bunék, predevsim bun€k myelinové pochvy. Tomu pak odpovida
i zvySeni poctu AQP4, protoze je potfeba tento material odvadét pry¢ z CNS. D) Plosna koncentrace astrocytl
byla zjisténa podle jejich vylucovani GFAP E) Intenzita vylu¢ovani GFAP na astrocyt postupné rostla F) Doslo
k vyraznému snizeni AQP4 u 9 wk mysi (zdroj: Lapato et al. 2017)

17



Dale bylo zjisténo, ze nedochazelo k atrofii dendriti v CA1 pyramidovych neuronech. Pocet
inhibi¢nich PV interneurond, piedstavujicich podtyp GABA — ergnich interneuront, taktéz
poklesl. Pomoci hexaribonucleotide binding protein-3 (NeunN) byla zmétena tloustka axond,
témef beze zmény. Doublecortin (DCX), protein vylu¢ovany nové vznikajicimi neurony, byl
pouzit jako dal§i marker, spolu s Ki-67, vylucovanym délicimi se buiikami (k jejich pozorovani
prakticky nedochazelo a pokud ano, nekorespondovalo s DCX). Bylo zjisténo, ze noveé
vznikajici neurony nebyly schopny proniknout z CA do hipokampu. Dalsi studie musi zjistit,
zda dochazi pouze k bytku populace PV+ interneuronti. Diky mitochondridlnimu stresu dojde
k pfepnuti metabolickych drah na astrocyty, které provadéji glykolyzu, ktera ma dle autord za
nasledek vyssi zranitelnost neuronti. Srazeni membran procesi astrocytd predchazi apoptoze,
ktera je nasledkem kysliko-gluk6zové deprivace. Nevi se, zda je srazeni membran produkci
metabolickych chyb nebo reaktivnich astrocytt, ve kterych jiz dochazi k apoptdze. Zdlraznil
bych i dulezitost astrocyt-oligodendrocyt (A-O) a astrocyty-astrocyt (A-A) skulinovych
spojeni (GJ) a roli_konexinu (Cx) Cx-30 a Cx-43. Jejich genetické zmény vedou k astroglioze,

ubytku myelinu a tonicko-klonickym zachvatim. Otazkou nadale zGstava nacasovani zachvat.
Je nicméné feceno, Ze zvysend exprese Cx-43 piedchdzi zméndm Kir kandld na astrocytech,

coz naznacluje, ze zmény Vv propojeni astrocytu s ostatnimi gliemi mohou znaclit zacatek

spontannich zachvatu.

2.2.1 Zavéry z obou experimenti

Zavér prvniho experimentu je ndsledujici: béhem PTZ kindlingu dochdzi k ubytku MBP
v hippokampu a kortexu, ktery se ¢asem nezhorSuje. ZvvSena propustnost BBB pak dle autort
prispiva k pronikani bilych krvinek dovniti CNS. béhem kterych dochazi K ubyvani MBP, ale

nejsou poskozeny oligodendrocyty. Osobné si nejsem jist, zda maji autofi pravdu ohledné

poskozeni oligodendrocytu. Sice tvrdi, ze pouzitim NG2 protilatky neodhalili OPC, ovSem

Z duvoda uvedenvch vyse se nedomnivam, ze lze piitomnost OPC stanovit pouze na zakladé

pfitomnosti ¢i nepfitomnosti NG2. Autofi se tedy domnivaji, Zze za poSkozeni myelinové

pochvy jsou odpovédné pouze bile krvinky pronikajici z periferniho ob&hu.

Zavér druhé studie je ndsledujici: byly pozorovany zmény v EEG u chronicky

demyelinizovanych myvsi, u ktervch se objevily spontanni zachvaty. Za zachvaty by dle autort

mohla byt odpovédnd naruSend inhibice zpusobend ztratou PV interneuronu. V zavéru je

diskutovano nad vvznamem AQP4 — jeho Ubytek vede k hyperexcitabilité, kterd nasledné vede

k zachvatim. K jeho ubytku totiZ_dochazi v obdobi, kdy se za¢nou objevovat spontanni

zachvaty. Navic exprese AQP4 koreluje s expresi na Kir4.1, umisténvych taktéz na astrocytech

a jejich naruSeni muze vést k poruseni homeostazy. Déle autofi zminuji prozanétlivé mikroglie

a zanétlivé procesy v mozku a jejich moznou roli v tvorbé zachvatd druhotnych
k demyelinizaci.
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Nakonec pisi, ze diky metabolické dysfunkci astrocyti vyvolané demyelinizaci klesa

neuroprotektivni schopnost astrocytd jako udrzovéni fyziologické osmolarity a odvadéni

metabolitd, ¢imz jsou naruSeny zranitelné PV interneurony a dochazi k zdchvatum. Nasledné

uvoliiovani ATP a zanétlivych markerti pak ptitahuje mikroglie a makrofagy. Dal§i navazujici
studie by mély urcit fenotypy téchto makrofagi a mikroglii.

Na zékladé vyse uvedenych souvislosti se mi jevilo pravdépodobné, Ze existuje mechanismus,
ktery by byl odpovédny za druhotnou demyelinizaci nésledujici opakované epileptické
zachvaty. Tato demyelinizace by poté mohla opét pfispivat k epileptickym zachvatim. Diky
této myslence jsem se poté pustil do své hypotézy, ktera bude podrobnéji rozebrana nize. Ona
hypotéza_tetiz—piedpoklddd oboustranny a vzijemny vztah, tedy ze epileptické zichvaty

jakéhokoliv ptivodu zptsobuji demyelinizaci, ktera nasledné vede k dal§im zachvatim.K-tomy

v S I P4 r % r

Fakt, ze zdchvaty mohou byt jakéhokoliv piivodu, je stézejni, protoze hypotéza vychazi pouze
z definice epilepsie jakozto onemocnéni projevujiciho se opakovanymi zéchvaty, pokud by se
tedy hypotéza ukdzala jako pravdiva, mohla by byt aplikovdna na vicero typu epilepsii bez
ohledu na jejich ptivod ¢i podobu. Dale se experiment ovétujici mou hypotézu nesnazi najit
puvod iktogeneze, nicmén€ pouze druhotné zmény bunék — pravé z toho diavodu, aby tato

tvrzeni Sla, samoziejmé s upravou modelil, aplikovat i na jiné formy epilepsii.

Nicméné bylo tfeba nejdiive vyvinout kindling model epilepsie pro plemens-inbredni kmen
mysi C57/BL6, které byly pouzity v experimentu popsaném v podkapitole 2.2. Tento vyvoj je
popsan v experimentalni ¢asti.

53 MECHANISMUS-DEMYELINIZACEMECHANISMUS

DEMYELINIZACE

Pfestoze za ptfimé pomysiné vykonavatele epilepsie mizeme povazovat epileptické neurony,
stéZejni roli ve fyziologii CNS hraji taktéz gliové builky a interneurony. Velmi vyznamna je
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neurovaskularnia jednotka, ktera se sklada z bun¢k endotelu, pericytl, astrocytll a samoziejme
neuronll. Tvofi jakousi pomyslnou zdkladni jednotku, jejiz hlavni ulohou je regulovéani
prostfedi v CNS pro jeji spravnou funkci.

Muj experiment navrzeny pravé na ovéfeni tohoto mechanismu bude zkoumat vliv
epileptickych zachvatl na demyelinizaci s vyuzitim PTZ kindling modelu u mysi plemene
C57/BL6. Kindling modely maji simulovat lidské fokalni epilepsie a TLE (Bertram 2007).
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543.1 Vliv zvySeni propustnosti BBB[0J4] na epileptogenezi

BBB ptedstavuje jakysi piedél mezi CNS a perifernim krevnim obchem. Je slozena
Z endotelovych bun¢k propojenych té€snymi spoji, které prakticky obaluji krevni téliska v CNS
(van Vliet et al. 2015). Jak jeji nazev napovida, v témét vSech castech CNS (mimo napiiklad
circumventrikularnich orgénll) se stara o interakci mezi krvi a extracelularni tekutinou CNS.
Jedna se o systém, ktery prakticky nema jinde v lidském téle obdoby. Oboustranny pfenos latek
je zprostfedkovavan vysoce selektivnim semipermeabilnim systémem. Nespornd vyhoda
tohoto systému spociva v tom, ze velmi G€inn¢ zabrafniuje pronikdni bakterii a neurotoxint
z krve do CNS. Jeji vyznam spociva také v tom, ze zcela oddéluje leukocyty cirkulujici v krvi
a vytvari tak jakysi privatni systém obrany, o n¢jz se staraji buiiky umisténé ptimo zde v CNS
— mikroglie.

Ptenos latek pifes BBB také probiha velmi pomalu, a to bud’to difuzi, nebo aktivnim transportem
systémem pienasecl (napiiklad glukoza, ze které se poté syntetizuje glutamat v astrocytech
z jeho prekurzoru glutaminu). BBB eliminuje pronikani hydrofilnich latek dovniti do CNS
(proto CNS neumi vyzivat f oxidaci mastnych kyselin a je zcela zavisla na zasobach glukozy)
a naopak selektivné propousti hydrofobni molekuly (vétSinou malé velikosti diky tésnym
spojiim bunék endothelia). Navic se na ni nachazi patky astrocytli, nesouci aquaporiny a dalsi
kanalky napomahajici udrzovani homeostazy v CNS. Tvofii jakysi pasivni prvotni obranny
systém mozku — vysoka selektivita ¢ini pronikani patogenti velmi obtiznym, ale také ma velmi
dulezitou roli v onemocnénich mozku, at’ jiz Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
roztrousena sklerdza, rizné typy meningitid ¢i praveé epilepsie (Sweeney et al. 2018).

Je znamo, Ze pfi epilepsii dochazi k naruseni BBB[OJ5]. Opét je zde oboustranna implikace —
epilepsie zplsobuje otevieni BBB 1 otevieni BBB zplisobuje epilepsii. Podrobné Setfeni téchto
mechanismi presahuje rozsah této prace, navic se pro rizné formy epilepsie rizni, zde se tedy
zam¢iim na poSkozeni BBB jakoZto nasledek opakovanych zachvatl a vyvodim, co by to m¢lo
znamenat pro mou hypotézu.

Na méfeni propustnosti BBB se uziva mnohych markerd, naptiklad Evansovy modie ,
Avidin-peroxidazy, Fluoresceinu nebo albuminu. Pti podavani PTZ dochazi k otevieni BBB
diky akutni hypertenzi krevnich télisek. Protoze bylo experimentalné dokazano, Ze i elektrické
stimuly mohou zpisobit jeji otevieni, pfedpoklada se, ze jeji otevieni mize byt zpiisobeno
i prodlouzenou zachvatovou aktivitou. Ve zvifecich modelech TLE je jeji naruSeni pozorovano
v mnoha mozkovych regionech, v hippokampu, v entorhinalni ktite (EC), piriformni kiife (PC),
thalamu, amygdale a jinych. Béhem zachvatl je pak v téchto regionech pozorovana zvysena
energetickd aktivita (pravdépodobné diky vySSim energetickym narokim reaktivnich
astrocytll). Zachvaty vyssi intenzity mohou byt nasledovany lokalnimi utlumy Sifeni vzrucht.
Na tuto celkovou zménu elektrické aktivity mozku odpovidaji krevni téliska zménami tonu,
bud'to tranzientni hyperperfuzi ve zdravé neposkozené tkani nebo hypoperfuzi v poskozené
tkani (van Vliet et al. 2015). Hypoperfuze poté vede k mensimu dodavani zivin, coz napomaha
poskozeni bunék a naruSeni BBB. K tomu miiZze ddle napomoci i zvySeny systemicky tlak,
sniZzené pH krve ¢i hypoxie v mozku. Pokud dochézi k jejimu otevieni, nasledné diky vyssi
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hladin¢ K+ iontli a glutamatu v krvi tyto latky pronikaji difuzi do mozku, kde poté K+ ionty
mohou zptsobovat snizeni klidového napéti na membranach a ptispivat k vétsi excitabilité.

Dlouhou dobu ziistala nezodpovézena otazka tykajici se vlivu jediného spontanniho zachvatu
na propustnost BBB. Tyto spontanni zachvaty se obvykle odehravaji v rdmci dni az tydnt
potydni po SE. Jeden z experimentd (Van Vliet et al. 2007) poté pomoci Fluoresceinu a
konfokalniho mikroskopu dokazal, ze ke zvySeni propustnosti BBB dochazi i béhem této
chronické faze charakteristické spontdnnimi zachvaty. Zajimavé je, ze markery EB a
Fluorescein se nenachazely v mimobunééném prostoru, protoze byly pohlceny bunkami
mozku. Navic na¢asovani spontannich zachvati odpovidalo nacasovani zvySené propustnosti
BBB v oblasti piriformni kiry (PCA). Toto lokalni zvySeni propustnosti pak trvalo alespon
hodinu. VSechna tato data naznacuji, Ze spontanni zachvat je doprovazen fokalnim narusenim
BBB, coz velmi pravdépodobné napomaha epileptickym zachvatim. Nékteré farmakorezisteni
epilepsie poté doprovazi zvysena piitomnost albuminu v CNS ve fokdlnich 1ézich, ta se dale
objevuje napiiklad v tuberous sclerosis complex (TSC), gangliogliomu (GG) ¢&i fokalni
kortikalni dysplazii typu 2 b (FCDIIDb).

Nyni si shriime dosavadni obsah literatury, kde lezi odpovéd’ na otdzku, zda naruseni BBB
zpusobuje zachvaty a epileptogenezi. Nékolik studii (Van Vliet et al. 2007; van Vliet et al.
2014; Rigau et al. 2007) ukazalo, Ze piestoze je propustnost BBB logicky nejvétsi v akutni fazi
kratce po SE, je vyznamnd i béhem nasledujici latentni faze, béhem které jesté nedochazi
ke spontannim zachvatim. To naznacuje, ze pravdépodobné hraje roli v epileptogenezi. | u lidi
s poskozenou BBB po traumatickych poranéni CNS dochazelo k zachvatim az po n¢jaké dobé.
Ovsem nutno dodat, ze samotné poskozeni BBB neni dostacujici mechanismus na vznik
epilepsie, protoze naruseni BBB se vyskytuje i u MS, Alzheimerovy choroby (AD) ¢i mozkové
ischemie (CI). Béhem téchto onemocnéni se sice zdchvaty u nekterych pacientii objevi, ale
v mnohem mens$im poméru v porovnani napiiklad s SE nebo traumatickym poSkozenim
mozku.

Zvysena propustnost BBB je typicka i pro chronickou fazi epilepsie, piestoze postupné dochazi
k jejimu sniZovani, ovSem v ¢asovém rozmezi tydnli aZ mésici. Umélé otevieni BBB pomoci
mannitolu zplsobilo u potkant s chronickou epilepsii vyrazné dlouhodobé zvyseni frekvence
zachvatll. Podobné zavéry byly zjistény u nékterych studiich pacientii s posttraumatickou
epilepsii. U téchto pacientii bylo pozorovdno dlouhodobé fokélni zvySeni propustnosti BBB
spolu s abnormalni EEG aktivitou a snizenim lokalniho krevniho pritoku (Oby a Janigro 2006;
van Vliet et al. 2015).

Pro naruseni BBB je mimo jiné typické pronikani sérovych proteini do vlastni mozkové tkané
— predevsim albuminu, ktery se poté mliZze vazat na neurony, astrocyty a dalsi typy glii. Pokud
albumin pronikne do neuronu, pak dochéazi k apoptéoze daného neuronu. Dilezita je
i skuteCnost, Ze pritomnost albuminu zvySuje syntetizaci a uvoliovani glutamatu, velmi
vyznamného excitacniho neurotrasmitteru, ¢imzZ zvySuje neuronalni excitabilitu. Byl i objeven
pfesny mechanismus, jakym albumin miZe tuto excitabilitu neuronti zvySovat: albumin je
nabiran astrocyty pres TGF-P receptory (lvens et al. 2007). Tento jev je nasledovan snizenim
poctu Kir 4.1 kanali a AQP4 kanali na danych astrocytech. Tim je podlomena funkce
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vychytavani extracelularnich K+ ionttli, cozZ napomaha neuronalni excitabilit¢ NMDA receptort
(N-methyl-D-asparagova kyselina je na tomto receptoru agonistou pravé excitaéniho
neurotransmiteru glutamatu), kterd mize posléze piejit v epileptiformni aktivitu. OvSem pro
dalsi sméfovani mé hypotézy je zdsadni nasledujici skutecnost: albumin miiZze spustit
transkripéni zmény TGF-p, které vedou ke zvySeni zanétlivosti v mozku. K tomuto procesu
dochazi ptes zvyseni poctu cytokint, pfedevsim interleukinti (v nasem experimentu jsme zvolili
protilatku na detekci IL-1B) a aktivaci TGF-BR drahy. Probihajici zanétlivd aktivita dale
zahrnuje sekreci mnohych zanétlivych faktord z neuront, astrocytli a mikroglii, jako jsou prave
jiz vySe zminéné interleukiny (IL-1B a IL-6), interferony (IFNy), tumor nekrotizujici faktory
(TNF-0) a tumor rustové faktory (TGF-B). Tato zanétliva aktivita velmi vyznamné pfispiva
k epileptogenezi (Vezzani et al. 2013), pfedevsim tak, ze muze ptimo ovliviiovat synaptickou
plasticitu a schopnost piedavat AP, pravdépodobné naruSovanim struktury perineuronalni sité,
redukovat inhibi¢ni postsynaptické potencialy (IPSP) ¢i ovliviiovat propustnost BBB. Infiltrace
perifernich leukocyti pies intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) a vascular cell
adhesion molecule 1 (VCAM-1) (viz obr. ¢. 3) mize dale pfispivat k naruseni BBB a epilepsii
(Fabene. et al. 2009). Dale naruseni BBB umoziuje vstup do krve cytotoxickym lymfocytiim,
jejichz zanétliva aktivita v konecném dusledku vede ke zvySeni excitacni aktivity a pfispiva
k epileptogenezi. Navic bilé krvinky z periferniho obéhu mohou stimulovat zanétlivou aktivitu
na krevnich téliskach v mozku a tim-vyvolanim této zanétlivé aktivity dale narusovat BBB.
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Obr. ¢. 3: Schéma procesit souvisejicich s dysfunkci BBB a epilepsii. Vstup leukocytii z krve do CNS pies
VCAM-1 a ICAM-1 stimuluje zanétlivou odpovéd’ CNS, ktera nasledné vede k aktivaci mikroglii a astrocyt, tato
aktivace poté dale ptispiva k epileptogenezi. Miize dojit i ke zvySeni mimobunééné hladiny drasliku a glutamatu,
coz opé€t podporuje neuroexcitabilitu. Dale mize dochazet knabirani erytrocytd, albuminu
a imunoglobulini (IgG) astrocyty ptes TGF-B receptory. Tento proces je nasledovan snizenim genové exprese
Kir 4.1, nasledkem ¢ehoz vazne vychytavani draselnych iontd, coz vede k neuronalni hyperexcitabilitt NMDA
receptoru a epileptiformni aktivité (zdroj van Vliet et al. 2015)
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Zvyseni propustnosti BBB miiZe trvat tydny az mésice od inicidlniho inzultu. To znamena, Ze
mezitim dojde ke zméné prostiedi na mikroskopické urovni, zméné jednotlivych bun¢k véetné
neurond, zvyseni jejich excitability a snizovani klidového potencidlu, coz usnadfiuje néstup
zachvatim. Vzhledem k tomu, ze zachvaty pfimo ovliviiuji BBB, muze dojit k zacykleni
a vzniku perzistentni hyperexcitabilni sité.

Na vySetieni role BBB jsem pro experiment jako marker zvolil FITC-albumin. Zajima m¢, zda
pies naruSenou BBB také pronika do CNS, pfipadné do astrocytu. Dale jsem zvolil markery
AQP4 a Kir4.1, abychom vysetfili, zda dochazi k naruSeni homeostazy a zda se vySe popsany
mechanismus uplatfiuje i u kindling modelu epilepsie, autofi vy$e uvedeného ¢lanku ho uvadéli
pouze pro spontanni zachvaty po SE.

5:23.2 Vliv aktivace mikroglii na epileptogenezi

Mikroglie jsou rezidentni imunitni bunky sidlici v CNS a pfedstavuji jeji hlavni obranu,
vzhledem k tomu, Ze pfes BBB bézné do CNS nepronikaji bilé krvinky z periferniho ob&hu.
Predstavuji jakousi druhou fadu obrany — za tu prvni, pasivni, miizeme povazovat BBB, ktera
uz svou strukturou velmi znesnadiuje vstup jakymkoliv patogentim. Mikroglie hraji roli ve
formovani neuralnich okruhti — prozkoumavaji okolni prostfedi, reguluji tvorbu neurond,
fagocytuji je, zahajuji tvorbu synapsi a odstraiuji nepotiebné synapse. Interaguji se synapsemi,
ptispivaji k jejich fungovani a hraji roli ve formaci synapsi jako odpovédi na uceni (Hiragi et
al. 2018).

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, k zanétlivym procesim dochazi napiiklad pfi
traumatu CNS, infekci €1 pravé neurodegenerativnim onemocnéni, do nichz se fadi i epilepsie.
Aktivované mikroglie (stejné jako reaktivni astrocyty, zminéné nize) doprovazeji kazdé akutni
poranéni CNS ¢i chronické neurologické onemocnéni, jako naptiklad epilepsie. Béhem priibéhu
neurodegenerativnich onemocnéni se pribéh zanétlivé odpovédi organismu dramaticky
odlisuje od prub¢hu bézné zanétlivé odpovedi, kterd je zprostiedkovana prisunem lymfocyta.
Za zanétlivou odpoveéd’ v CNS totiz odpovidaji pfedev§im bunky sidlici pfimo zde — mikroglie

a astrocyty. Oba typy téchto glii maji riizné mody, které zavisi prave na inicidlnim inzultu, to
jednodussi déleni je na prozanétlivy a -protizanétlivy. Po poskozeni tkdn€ jsou odpovédné za
uklid hmoty mrtvych buné€k. Pomémé novy objev mikrogliim, spoleéné s lymfocyty,
pronikajicimi ptes poskozenou BBB, pfisuzuje hlavni roli v fizeni reaktivity astrocytd. Imunitni
bunky totiz po proniknuti do CNS vypoustéji eHokinycytokiny (interleukiny) a reaktivni
molekuly kysliku. Tim mohou nabudit mikroglie a dokonce byt v nejhorsim piipadé odpoveédné
za neurodegeneraci (Liddelow a Barres 2017).

Jejich role v epilepsii neni dosud dobie prozkoumana diky velkému mnozstvi fenotypu, ve
kterych se mohou vyskytovat. Piedchozi studie nicméné ukézaly, Ze zanétlivé procesy
ptispivaji k epilepsii (Vezzani et al. 2011, 2013), stejné jako prozanétlivé mikroglie (Vezzani
a Riiegg 2011). Léky potlacujici zanétlivou odpovéd a neutralizujici Il1-1p pak pisobi
antikonvulzivné.

24



Jinak totiz aktivované mikroglie (M1 mikroglie) vypoustéji prozanétlivé cytokiny, které mohou
vést k neurodegeneraci a neurondlni hyperexcitabilité. OvSem neni zcela jisté, zda se
prozanétlivd odpovéd mikroglii ukazuje u vSech modell, nicméné ja v ramci své hypotézy
pocitam s tim, ze by k ni béhem PTZ kindling modelu mohlo dochazet nasledkem otevieni BBB
a pronikanim bilych krvinek z periferniho obéhu, stimulujicich prozanétlivé reakce, a tedy
| prozanétlivou odpovéd’ aktivovanych mikroglii.

Role aktivovanych mikroglii v epilepsii byla vySetfovana pomoci minocyklinu, inhibitoru
mikroglalni aktivace. Ten blokuje proliferaci mikroglii a expresi CD68.CD68 je ¢len rodiny
membranovych glykoproteinii asociovanych s lysozomy (LAMP). Pouziva se jako marker
lysozomu v mikrogliich. Pokusy (Heo et al. 2006) spojené s podavanim minocyklinu pied
umélym vyvolanim SE pomoci kyseliny kainové (KA) ukazaly snizeni Cas3 apoptickych bun¢k
a TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)" bunék v hipokampalnich regionech CA1l
a CA3, coz naznaCuje pozachvatovou neurodegenerativni roli mikroglii. V jiné studii
nepieruSované podavani minocyklinu po dobu dvou tydnt, které nasledovaly inicialni inzult,
jimz bylo vyvolani SE pomoci pilokarpinu, doslo k poklesu po¢tu spontannich zachvatd, jejich
délce i zavaznosti doprovazejicich behavioralnich projevi (Wang et al. 2015). Je
pravdépodobné, ze mikroglie dale napoméhaji pozachvatové zanétlivé odpovédi prave
vyluCovanim cytokind. Zde hraje roli toll-like receptor (TLR), jehoz signalizovani
v mikrogliich fidi produkci prozanétlivych cytokini v epileptickém mozku.

V sav¢im epileptickém mozku taktéz dochazi k neurogenezi v subgranularni zoné (SGZ) DG.
V epileptickém mozku dochézi ke zvySeni poctu granuldrnich bunék a jejich ektopické otrave
Vv hilu — vzniku ektopickych granularnich bun¢k (Parent et al. 2006). Ektopické granularni
buiiky plisobi proepilepticky, kdezto bunky umisténé do jejich piivodni pozice, tedy granularni
vrstvy bunék, antiepilepticky. Role mikroglii v tomto procesu je nasledujici — moduluji
neurogenezi v zavislosti na zavaznosti zachvatu (Ekdahl et al. 2003). Mohou potlacit aberantni
neurogenezi vylucovanim TNFa, coz ptisobi antiepilepticky.

Po SE v nékterych ptipadech dochazi ke zvyseni jejich schopnosti prozkoumavat okoli pomoci
procest (zvySeni jejich bazalni motility), ovSem nikoliv k samotnému prodlouZeni jejich
procest (Avignone et al. 2015). V jinych ptipadech (Abiega et al. 2016) ovsem dochazi ke
sniZzeni bazalni motility. Rozdily mohou byt zplisobené vékem testovanych mysi, rozdilnym
zpiisobem vyvolani SE a dal$imi faktory. Rozbor bazalni motility mikroglii je dileZity proto,
ze v epileptickém mozku dochazi k pozménénym interakcim mezi mikrogliemi a neurony. Byl
vysetfen mechanismus, jakym se procesy mikroglii napojuji na dendrity neurond (Eyo et al.
2014): Mensi uvolnovani ATP z neuronu, které nasledovalo po SE, vedlo ke zvySeni motility
procesti mikroglii a pfiblizovani téchto procest k dendritim a somatu neuronu jako nasledek
aktivace P2Y'12 receptoru na mikrogliich okamzité¢ po SE. Fakt, ze u P2Y 12 knockout (KO)
mysi dosahovaly vysSiho skore zachvatl, pak naznacuje protiepileptickou roli téchto procesi.
Dalsi studie ukazala, Ze mikroglie preferuji byt navazdny na neurony s vys$$i spontanni
aktivitou, adokonce mohou jejich aktivitu i tlumit. Dale bylo objeveno, ze snizeni
mimobunééné hladiny Ca?* iontfi spousti kontakt mikroglii s dendrity a Ze tyto kontakty jsou
modulovany pomoci signalizace chemokinu fractalkine (chemokine (C-X3-C motif) ligand 1),
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které je béhem epilepsie spusténo pomoci Il-13 (Eyo et al. 2016). Je tedy pravdépodobné, ze
mikroglie reaguji na piebytek ATP z hyperaktivnich neuronti skrze P12Y2 a interaguji
s dendrity daného neuronu. Poptipadé mohou reagovat na neurondlni CX3CL1 a uvoliovat
IL-1B, ktery nasledn€ zvySuje neuronalni excitabilitu. Jako odpovéd’ je pak posilena interakce
neuronu a mikroglie praveé skrze P12Y2 za ucelem sniZeni hyperaktivity neuronu.

Béhem epilepsie je taktéz zvySena exprese komplementovych molekul (CM). U pacienti
s epilepsii pozorujeme zvySenou expresi complement component subunit 1g (C1q), spolu s jeho
produktem iC3b. C1q se nachézelo na dendritech neuronil spolu s Ibal, markerem mikroglialni
aktivity. Protoze zvyseni poctu iC3b odpovida zvyseni poctu spontannich zachvati, spekuluje
se 0 roli CM v generovani zachvatu (Trapp et al. 2007).

Pro muj vyzkum jsou zasadni nasledujici_dva fenotypy mikroglii: prozanétlivy typ M1, ktery

rrrrr

chitinase-like 3 (Chil3), arginazu 1_(Argl)_a frizzled class receptor 1 (Fzd1). Nutno dodat, ze
zatim neexistuje odpovéd’ na otazku, kolik rozliSujeme fenotypi u astrocytti i mikroglii.
Nicmén¢ v mé hypotéze hraje roli pouze M1 (prozanétlivy) fenotyp u mikroglii a Al fenotyp u
astrocyti, proto se budu vénovat prednostné jim. Bylo zjisténo (Liddelow a Barres 2017), Ze
mikroglie spoustéji pfeménu astrocytd na reaktivni Al astrocyty témito tiemi cytokiny: IL1a,
TNFa a Clq in vitro.

V experimentu bude pouzita sekvenace pro urceni fenotypti mikroglii a markery C3, TNFa,
Clg a Ill-la na detekci prozanétlivych mikroglii a Chil3, Fzdl a Argl na detekci
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protizanétlivych mikroglii, spolu s 1bal na detekci veskerych aktivovanych mikroglii.

533.3 VIiv pfremény astrocyti na reaktivni astrocyty na
epileptogenezi

Astrocyty tvoti zhruba 30 % bunék v savéim CNS. PIni mnoho diileZitych funkci zdsadnich pro
spravny neurondlni vyvoj, formovani synapsi a vedeni AP. Nyni se intenzivné pracuje na
zjisténi jejich role v chronickych neurologickych onemocnéni, jejich moZnou roli
v epileptogenezi se snazim nastinit zde. Dle dosavadnich vyzkumi rozeznavame 2 fenotypy

reaktivnich astrocytu: Al (,.Skodlivy*) a A2 (Luzite¢ny‘). Odpovidaji napriklad na traumatické

poskozeni mozku (TBI), mrtvici, nador, zanétlivé procesy a Sirokou skalu neurodegenerativnich

onemocnéni. Dokazi pohlcovat synapse fagocytozou, ménit sekreci neurotropnich latek, ¢istit

odpad jakozto poziistatky rozpadlych buné¢k, dale se astrocyty podileji na opravé BBB a tvofi

gliovou jizvu, kterd odd€luje poskozené buniky CNS od téch neposkozenych. OvSem kdezto typ

Al je aktivovan zanétlivymi procesy, A2 je aktivovan ischemickymi procesy (Liddelow
a Barres 2017).

Na ruzné typy inzultu totiz odpovidaji rizné — vlivem inzultu dojde kjejich ..nabuzeni*,

preméné na reaktivni astrocyty, morfologickym zménam a prodlouzeni jejich vvhonku. Al
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astrocyty ve velké mife syntetizuji glidlni fibrildrni acidicky protein (GFAP), intermedialni
filament tfetiho typu. Spolu se zvvSenou expresi GFAP se zvySuje i exprese vimentinu a nestinu

a témito intermedidlnimi filamenty reaktivni astrocyt obaluje poranéné misto a vytvaii okolo
néj cytoskeletalni sit’ (gliovou jizvu, respektive jeji vnéjsi vrstvu). GEAP byl velmi dlouho

uzivan jako marker proliferace astrocytil, nicméné nové objevy naznacuji, ze béhem néktervch

neurodegenerativnich onemocnénich nemusi dochazet k vyznamné proliferaci i pies zvySeni
exprese GFAP. Pfreména astrocyti na Al prozanétlivé astrocyty je spusténa pomoci nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFxB). Al astrocyty jako jediné
vyluéuji complement component C3. Také se Al astrocyty dramaticky odliSuji od béznych
astrocytll — maji sniZzenou schopnost podporovat tvorbu a funkci synapsi, nejsou schopny

fagocytdzy synapsi ani podpory preziti a rustu neurond. To mimo jiné znamend, Ze nejsou

schopny ¢istit odpad vznikajici rozkladem myelinu, kterv pusobi negativné na rust axonu.

Zcela zasadni pro mou hypotézu je objev (Liddelow a Barres 2017), ze vylucuji zatim

neidentifikovany neurotoxin, ktery zahajuje apoptézu neuront a oligodendrocytid, ovSem

nikoliv zadnych dalsich bunék CNS. Clanek byl zvefejnén béhem &ervna 2017 a od té doby

0 tomto neurotoxinu nebyly zveifejnény zadné dalsi informace. Dale bylo zjisténo, Ze po zranéni

CNS doslo k rychlé zméné astrocyti na Al astrocyty, které poté zniCily axotomizované
neurony. Pokud se pak farmakologicky ¢&i geneticky piedejde vzniku Al astrocytl, ke smrti
neuronu nedochazi. Také bylo dokdzano, Ze samotné M1 mikroglie nebyly schopné zahéjit smrt
neuront ¢i oligodendrocytu (Liddelow a Barres 2017).

Otazkou zistdva Skodlivost reaktivnich astrocytti — inhibuji regeneraci axonu, a zpusobuji
upregulaci_gend odpovédnych za zahajovani formace synapsi. Nakonec tyto zmény mohou vést

ke vzniku nechténvch synapsi, axondlnimu sproutingu a epilepsii. PfestoZe se dlouhou dobu

predpoklddalo, ze neurodegenerace piedchdzi zanétlivvm procesum VvV CNS, existence Al

astrocyti by mohla znamenat, ze zanétlivé procesy napomahaji, nebo dokonce fidi

neurodegeneraci. Je navic moZné, ze komunikace mezi mikrogliemi a astrocyty neni

jednosmerna, ale obousmeérnd — Ze aktivita astrocyti muze regulovat mikroglie jakozto

hlavniho zprostiedkovatele imunity v CNS. Napiiklad béhem zvySeného uvoliiovani ATP

(které je typicky zvySené béhem zachvatl) z astrocytd dochazi k poklesu vyluc¢ovani I1-1§
murinovymi mikrogliovymi buitkami N9 (Bianco et al. 2005).

Nyni zaméfme nasi pozornost na NFxB drahu, ktera se dle mého nazoru uplatiiuje v epilepsii.

Ta kontroluje produkci cytokinl, pirezivani bunék a je spojena se zanétlivymi procesy CNS,
stejné jako prozanétlivymi reaktivnimi astrocyty a mikrogliemi (Mattson a Meffert 2006;
Kaltschmidt a Kaltschmidt 2009). Je aktivovana mnoha prozanétlivymi podnéty, jako cytokiny,
bakteriovymi a virovymi antigeny, amyloidy, volnymi radikaly aj. Pravé pii ni dochazi
k aktivaci prozanétlivych mikroglii, které nasledné aktivuji Al astrocyty. Formaci A1 astrocytt
tak mize byt pfedchazeno zneutralizovanim IL1a a TNFo. Nutno dodat, ze tato draha také

zasahuje do procesu synaptického formovani a procesu spojenych s neuroplasticitou, neni zatim

tedy jasné, zda by inhibice této drahy méla celkové pozitivni, ¢i negativni nasledky. Jeden fakt

je nicméné jisty — pokud by skuteéné dochézelo k vylucovani onoho nezndmého toxinu Al
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astrocyty, pak by to znamenalo smrt oligodendrocyti, kterou by mohlo potencidlné nasledovat
poskozeni myelinové pochvy. Vzhledem k dosud nepopsané povaze tohoto neurotoxinu ov§em
vyvstava mnoho zdsadnich otdzek: Dochdzi VvV nékterych pfipadech pouze ke smrti
oligodendrocytu ¢i pouze ke smrti astrocyti, nebo neurotoxin likviduje ihned cely neuron? Na
zékladé jakych mechanismu pak tyto neurony vybird — vybira pouze poskozené neurony, pokud

je tedy vybird a nelikviduje je plosné v zavislosti na koncentraci vylou¢eného neurotoxinu?

Jaky je jeho el — je to zamezovani axondlnimu sproutingu? Nebo ho naopak zpusobuje

apoptickou smrti ur¢itych neuront, na kterou je poté nutné odpovédét presmérovanim
odlisnych neuront? VSechny tyto otdzky musi zodpovédét dalsi vvzkum.dle—desavadnich
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Obr. ¢. 4: Schéma, ve kterém dochazi ke zniéeni pouze poskozenych neuront. Poskozené neurony by mohly
vypoustét latky, aktivujici mikroglie, které nasledné aktivuji astrocyty, které poté vypusti neurotoxin a poskozené
bunky zahubi. V tomto pfipadé by nedoslo k zasazeni okolnich, neposkozenych bun¢k a dochazelo by k zachovani

28



neuronalni funkce aj. Na otazku, zda tomu tak skutecné je, pfinejmenSim pifi zanétlivé odpoveédi stimulujici
mikroglie, se pokusi odpoveédét milj experiment (zdroj: Liddelow a Barres 2017)

V experimentu pouziji jako marker Al astrocytt GFAP a NFkB, a jako marker A2 astrocytt
JAK-STAT3. Na otazku, zda dochazi k proliferaci astrocytli, poté maji odpovédét markery
DCX a Ki-67. Na otazku, zda dochazi k ubytku oligodendrocytti a snizeni jejich schopnosti
provadét myelinizaci axonu pouziji markery Olig2, Olig2 & CC-1 a NG-2 (pro porovnani
s prvnim experimentem). Zda dochazi k tbytku MBP bude méfit jeho poméru ku B-actinu
pomoci ELISA a dale se provede staining fezii. Na vySetfeni, zda dochazi ke smrti PV
interneuront, bude pouzit parvalbumin. Doufam, Ze s pouZitim téchto veskerych markert se mi
podaii opravit chyby prvniho experimentu a zaroven se podivat na druhy experiment z opa¢né
strany — z pohledu vlivu indukovanych zachvati na demyelinizaci. Dosavadni vysledky
experimentu poté budou zdokumentovany na plakéatu béhem konference StreTech.
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Obr. ¢&. 5: Schéma patologickych procest probihajicich v epileptickém mozku dle moji hypotézy.

64 ZHODNOCENI DEMYELINIZACE JAKOZTO FAKTORU
PRISPIVAJICIHO K PRETRVAVANI ZACHVATU

4.1 Vliv demyelinizace neuronii na jejich schopnost Sirit akéni
otencial

V préaci jsem se jiz dotkl vlivu demyelinizace na zachvatovou aktivitu popisem experimentu
v podkapitole 2.2. Déle rozeberu mozné funk¢ni a strukturédlni zménach myelinové pochvy
a pokusim se alespon teoreticky rozebrat vliv jejiho naruSeni na spravnou funkci neuronu,
vzhledem k tomu, Ze jeji naruSeni by dle mé hypotézy mélo nastat.

Fakt, ze demyelinizace narusuje schopnost vést AP a mize nékdy vést az k jejich uplnému
zastaventi, je jiz delsi dobu zndm. Ve vét§iné neurontl jsou presynapticka zakonceni rozmisténa
podél axonovych kolateral, daleko od mista iniciace AP v inicialnim segmentu axonu (AIS).
Tato skute¢nost vyzaduje zajistény pfenos AP. Vedeni AP selhava na vétvicich bodech (BP),
nehomogennich mistech vyznacujicich se ndhlou proménou primeéru. Vedeni AP navic selhdva
naptiklad pii demyeliniza¢nich onemocnénich. Béhem téchto onemocnéni také dochazi ke
znatelnému zpomaleni rychlosti Sifeni — to bylo dokdzano jak v miSe a optickém nervu, tak i CC
a neokortexu (Hamada a Kole 2015; Crawford et al. 2009). Pomoci dvou fotonové mikroskopie
(2PM) a napét'ove citlivého barviva (VSD) bylo zjisténo, ze ztrata myelinu vede pii nékterych
frekvencich k selhavani vodivosti AP v presynaptickych zakoncenich. Navic axonové
kolateraly v demyelinizovanych axonech vykazuji de novo sprouting, coZ je jeden z velmi
vyznamnych a velmi Casto pozorovanych znakl u epilepsii (Buckmaster et al. 2002).
Demyelinizace ovliviiuje intrakortikalni synapticky pfenos zpomalovanim AP v ptivodné
myelinizovaném hlavnim axonu. Casto navic ovliviiuje primér axonu.
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Za ucelem studovani vedeni AP tym Hamady a spol. zvolil mysi inbredniho kmene C57/BL6,
staré¢ 11 tydnii. Experimentalni skupin€ byl podavan 0,2% roztok CPZ v potravé na vyvolani
demyelinizace. Na monitoring vyzkumnici zvolili primarni somatosenzoricky region
odpovédny za zadni konc¢etinu mysi — region SIHL. Widefield (WF) zobrazeni neokortexu
a hip odhalilo, Ze podavani CPZ zpusobuje ztratu MBP, ptedevsim ve II. a IIl. vrstvé laminy
a V. vrstvé neokortexu a hip (viz obr. ¢. 6). Pfi zobrazeni jediného axonu, prvnich 3 az 5
internod (ploch mezi Ranvierovymi zafezy) témét nebylo pokrytych myelinem. Regiony blizké
vrstvé V tedy poslouzily tomuto experimentu — byly pouzity na zjistovani dalsich dopadu ztraty
myelinu v internodach a axonovych kolateralach.

Control

B

Cuprizone

Obr. ¢. 6: A) Parasagittalni sekce mozku kontrolnich mysi B) znatelna demyelinizace parasagittalni sekce mozku
u experimentalnich mysi. Fluorescentni zobrazovani této sekce, imunnolabeling MBP. VSimnéme Si
demyelinizace $edé hmoty vyznacené zlutymi Sipkami napfi¢ celym kortexem a oblastmi primary somatosensory
hindlimb cortex (S1IHL), secondary visual cortex (V2), primarni motorické kary (M1), sekundarni motorické kury
(M2), CC a hip. Cervena hvézditka — lokalizace nahravanych neuronti z V. vrstvy (viz obrazek 7C na dalsi
strance). Métitko (bila ¢ara) = 700 um (zdroj: Hamada et al. 2017)
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Obr. ¢. 7: C) Konfokalni obrazy axont z vrstvy V ve sméru osy z, axony vyznaéeny biocytinem (Cervena) a MBP
(svétle modra). Zluté Sipky ukazuji mista vétveni (BP) podél hlavniho axonu. Méfitko (bila ¢ara) = 20 um D)
Projekce konfokalnich obraztt BP demyelinizovaného axonu z C), Cervené Sipky: trajektorie primarnich
a sekundarnich axonovych kolateral. Méftitko (bila ¢ara) =5 um (zdroj: Hamada et al. 2017)

Dale se diky pouziti optického VSD zobrazovani podafilo ziskat grafy AP u kontrolnich
I experimentalnich mysi. Ziskali optické signaly Vm Vv hlavnim axonu a signaly korelujici
s expresi anti-BIV-spektrinu v téchto axonech. Optické signaly Vm byly pozorovany
v internodach a Ranvierovych zafezech (NoR) kontrolnich mysi a v fIV-spektrinu negativnich
mistech vétveni v demyelinizovanych axonech experimentalnich mysi, (viz. obr.¢. 8).
U kontrolnich mysi dochézelo ve vrstvé 5 k béZznému saltatornimu vedeni (viz. obr. ¢. 9C1),
ovSem u experimentalnich mysi bylo odhaleno vlnové, postupné vedeni (viz. obr. ¢. 9C2,3),
V porovnani s béznym saltatornim vedenim. Toto vedeni se odehravalo nezévisle na BIV-
spektrinu, coz vypovida o tom, ze pouze myelinové pochvy se podili na saltatornim vedeni

32



vzruchu. Dale byly porovnany §iiky optické Vm signalizace z mist, kde poté dochazi k vétveni
na jednotlivé BP (viz. obr. &. 9E). Sitka AP byla zhruba o 100 us uzi u demyelinizovanych
axonu (viz. obr. ¢. 9F). Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni uzsiho AP je zvySend exprese
a redistribuce rychle se aktivujicich napétovych draslikovych K* kanalt (Kvl.1 a Kvl.2)
Naptiklad v demyelinizovaném optickém nervu se navic zvysuje exprese téchto kanald. Protoze
Kv1 kandly hraji roli v repolarizaci axondlniho AP, jejich exprese v nodalni axolemmé by
mohla vyrazné zkratit trvani obnovy AP a tato rapidni repolarizace by poté vedla i ke zméné
nap¢t'ovych Na kanalu.

Celkove tyto udaje naznacuji spolehlivé, 1 kdyz nésledkem ztraty saltatorniho pfenosu
pomalejsi vedeni AP v demyelinizovanych axonech (Hamada et al. 2017).

A B

Control Cuprizone Control

Biocytin (31V-spectrin

Obr. ¢. 8: Ztrata saltatorniho vedeni — I A) Konfokalni obrazky axonti z vrstvy V ve sméru osy z. Immunolabeling
byocytinu (ervena) a BIV spektrinu (svétle modra). Vyznaceny Ranvierovy zarezy (NoR) v myelinizovaném
axonu vlevo a BP v demyelinizovaném axonu vpravo. Méfitko (bila ¢ara) =20 um. B) Pfiblizeni regiond v bilych
¢tvereccich z A), ukazka bézného NoR v B1 v myelinizovaném axonu a BP demyelinizovaného axonu, na B2 bez
BIV-spektrinu a na B3 s BIV-spektrinem. Méfitko (bila ¢ara) = 5 um (zdroj: Hamada et al. 2017)
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Obr. ¢&. 9: Ztrata saltatorniho vedeni — Il C) 1: Normalizované stopy VSD z NoR (plna ¢ara), piedchizejici

internodé (te¢kovana ¢ara) a nasledujici internodu (pferusovana ¢ara). 2 a 3: Normalizované stopy VSD z BP (plna
¢ara), blizsi oblasti (ve sméru §ifeni blize k somatu) a vzdalengjsi oblasti (pferuSovana ¢ara). Métitko = 0,5 ms D)
Zvyraznéni a piekryti deviti (ze sta celkovych) somatickych AP and a jim korespondujicim BP spikim (VSD
nahravano na 20 kHz, Seda barva) a pramér vsech sto nahranych stop (Cerna). Somatické jednoclenné sekvence
AP (nahotfe) byly vyvolany 3 ms stimulaci proudu (Im oznacuje dobu jeho prichodu, Vm pak odpovéd
demyelinizovaného axonu) M¢fitko (Cernd vodorovna cara) = 0.5 ms; méritko (Cerna svisla ¢ara) = 10 mV
E) Normalizované stopy VSD z kontrolnich (5 NoR) a CPZ krmenych mysi (6 BP). Métitko (¢erna barva) = 0.5
ms. F) Srovnani AP polosiiek (respektive doby dosazeni jedné poloviny AP) u kontrolnich a experimentalnich
mysi. U experimentalnich mysi byl AP zna¢né uzs$i (zdroj: Hamada et al. 2017)

Pokud tedy dochazi k detekci AP v nodalnich oblastech demyelinizovaného axonu, pak by
mélo dojit i k jejich doputovani ke kolateralam. Nahravani presynaptickych knoflikii béhem
prochazeni jednotlivych akénich potencialti (nikoliv sérii AP po sob¢€) (viz. obr. ¢. 10A), pak
ukdzalo charakteristickou depolarizacni a repolariza¢ni fazi, korespondujici AP a 100%
spolehlivost pfenosu. Piestoze AP na presynaptickych knoflicich se nelisily amplitudou, lisily
se vyrazné¢ delsi ¢asovou délkou jak depolarizace, tak repolarizace (viz. obr. ¢. 10B). Méteni
rychlosti téchto AP pak ukézalo, Ze v demyelinizovanych axonech dochéazi vice nez
ke dvojnasobnému zpomaleni AP, v porovnani s kontrolnimi (0,56 vs 1,2 ms?) (viz. obr.
¢. 10C).
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Obr. ¢. 10: SniZena pienosova rychlost v axonovych kolateralach demyelinizovanych axonti z vrstvy V.A) 2P sken
demyelinizovanych axonu z vrstvy V ve vzdalenosti zhruba 165 pm od somy. M¢étitko (bila ¢ara) = 2 um. B)
Nahote, jednotlivé AP vyvolané ze somy u béznych a demyelinizovanych neurond vrstvy V. Uprostied, derivace
¢asu somatického AP béhem dosazeni amplitudy. Dole, nahravani AP na presynaptickém knofliku ve vzdalenosti
300 pm od somy pozorovanych neuront. VSimnéme si opozdovani AP v demyelinizovaném axonu jakoZzto
nasledku snizené vodivosti, zptisobené ztratou myelinu. Métitko (vodorovna ¢ara) = 0,5 ms, méftitko (prvni svisla
¢ara) = 10 mV, méiitko (druhd svisla ¢ara) = 1 kVs?, meéfitko (tieti svisla ¢ara) = 5 pA. C) Zavislost
axosomatického opozd’ovani na vzdalenosti presynaptickych knoflikti (méfeno od mista iniciace AP s piesnosti
26 um). U kontrolnich mys$i bylo na vybér dat pouzito 13 presynaptickych knofliki z 13 bunék
a u experimentalnich 17 presynaptickych knoflikd z 15 bunék. VSimnéme si vice neZ dvojnasobného zpozdéni AP
u experimentalnich mysi (zdroj: Hamada et al. 2017)

Nicméng¢ situace se dramaticky méni pii vyssi frekvenci AP — dochazi k mnohem vys$i mife
selhavani prfenosu AP u experimentalnich mysi. VySetfeni zavislosti frekvence AP na selhdvani
pfenosu bylo vysetieno jehlami stimulujici kiiru proudem o amplitudé 4-6 nA. Tato stimulace
trvala 1 ms, nicméné se postupné zvySovala jeji frekvence (viz. obr. ¢. 11A). Kur€eni
frekvence, béhem které dochazi k selhavani pienosu bylo tfeba nejdiive zjistit, jak velkou
frekvenci dokaze spolehlivé prenaSet samotny somaticky komponent axonu. Po pfevySeni
frekvence 300 Hz dochazelo k selhani u obou skupin, nicméné skupina kontrolnich krys 1épe
prenasela AP okolo 200 Hz (viz. obr. €. 11B). Nahravani schopnosti axonovych kolateral §ifit
AP ukdzalo men$i ztraty schopnosti Sifeni AP pfi vysSich frekvencich (viz. obr. €. 11C)
V porovndni se somatickou vodivosti, coz pravdépodobné souvisi s rychlejsi obnovou
sodikovych napétovych axondlnich kandli. Pfi téchto vysSich frekvencich nicméné
u demyelinizovanych axont doslo k vétsim nestalostem, respektive snizeni, amplitudy (viz.
obr. ¢. 11C). Nakonec byl sestaven graf pravdépodobnosti pfenosu AP v zavislosti na frekvenci
AP (viz. obr. ¢. 11D). Pro nizsi frekvence AP témét nepozorujeme rozdil, nicméné v piipade
vyrazné vysSich frekvenci dochazi k velkym rozdilim v selhdvani ptenosu AP (u frekvence 600
Hz dochazelo k selhani 70 % AP u experimentalnich mysi, ve srovnani s 30 % u kontrolnich).
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Obr. ¢. 11: Na frekvenci zavislé selhavani AP v presynaptickych knoflicich demyelinizovanych axont. A)
Simultanni nahravani somatu celé¢ bunky u kontrolnich (¢ernd) a demyelinizovanych (svétle modra) neuront
béhem somatické stimulace (pulzy o délce 1ms) se zvysujici se frekvenci. VSimnéme si postupné vzristajiciho
selhavani pfenosu u demyelinizovanych neurontl. Méfitka: 5 ms (vodorovna ¢ara) 10 mV (u Vi), 10 pA (U Inm
a lpouton). HvEzdi¢ky — selhavani hrotd. B) Graf zavislosti velikosti amplitudy somatického AP na frekvenci
stimulace. C) Graf zavislosti AP axonalnich kolateral na frekvenci stimulace. D) Vztah mezi pravdépodobnosti
dokonéeni pfenosu AP a frekvenci stimulace u kontrolnich (16 presynaptickych knoflikt, 16 bunék)
a experimentalnich axoni (14 presynaptickych knofliki, 14 bunék) (zdroj: Hamada et al. 2017)

Velmi zajimava je ovSem skuteCnost, ze nékteré demyelinizované axony vykazaly velké
mnozstvi BP a vy¢nélky, charakteristické pro axonalni sprouting (viz. obr. ¢. 12A,B). Bylo
navic zjiSténo, Ze k vyrtstani novych BP dochéazi predevSim v malé vzdalenosti od somy
(viz. obr. ¢. 12C). Dale byla zjisténa strukturalni plasticita u internod a kolateral okolo prvnich
BP demyelinizovanych axonti, spolu s jejich mensi vzajemnou délkou (viz. obr. €. 12D). Tato
skute€nost je dilezitd pro CNS diky kratkym axonlim a malé vzdalenosti somat neuront od
sebe, efekt axondlniho sproutingu se tam tedy jeSté umociiuje.
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Obr. &. 12: Sprouting novych axonovych kolateral v demyelinizovanych axonech A) Fluorescenéni 2P snimky
proximalnich BP axond ve vrstvé V. V§imnéme si vétsiho mnozstvi BP (zluté Sipky) u demyelinizovaného axonu.
Cervena ipka znaéi novy vyristek. Mé&fitko (bila ¢ara) = 10 um B) Zvétsené 2P snimky z A. Méfitko (bil4 ¢ara)
= 5 pm. C) Graf umisténi BP béhem prvnich 350 pm axonu, méteno od somy D) Graf primérné vzdalenosti BP
mezi sebou (zdroj: Hamada et al. 2017)

Velmi dillezité jsou axon-glidlni interakce mezi axonem a myelinovou pochvou, a to pro
spravné vlastnosti Ranvierovych zarezli. Jako duasledek ztraty myelinové pochvy pak
v nodalnich plochéach (oblastech Ranvierovych zafezil) dochazi k de novo expresi napétove
fizenych iontovych kanall. Zajimavé je, Ze mizeme pozorovat velké rozdily v expresi proteinti
tontovych kanali od zarezu k zafezu. Reorganizace presynaptickych zakonceni poté muze
ovlivnit synapticky ptfenos. Napiiklad demyelinizace zptisobena CPZ redukuje AMPA
receptory v hippokampu.

V dospélém CNS myelin vykazuje inhibi¢ni vliv na prodlouzeni axonu a jeho regeneraci, tento
vliv je fizen mimo jiné MAG a neurite outgrowth inhibitor-A (Nogo-A). Pravdépodobna role
téchto proteinli spocivd v tlumeni rstu axonu a zabranovani plasticity, coZ brani vzniku
nechténych spojeni. Je mozné, Ze v CPZ modelu axony nejsou vystaveny rastové inhibici fizené
myelinovymi proteiny, coZ moZzna dovoluje strukturdlni plasticitu okolo dfive stabilnich
internod. V kazdém ptipad¢ ztrata oligodendrocytti v Sedé hmoté zptsobuje mnoho funk¢nich
a strukturdlnich zmén axont, v¢etné jejich presynaptickych knofliki. Demyelinizované axony
se vyznacuji jak ztratou saltatorniho vedeni vzruchu, tak de novo ristem vy¢nélki a snizenou
schopnosti $ifit AP pfi vysSich frekvencich.
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+15.1 Vyznam zvirecich kindling modeli pro lidské epilepsie

Zviteci kindling modely jsou pouzivany jiz vice nez tfi desetileti a jednd se o jedny
Z nejrozsifenéjSich modela epilepsie. Jsou pouzivany predevSim jako modely lidské TLE
a modelu epileptogeneze. Velmi zajimavé souvislosti relevance kindlingu a lidskych epilepsii
popsal ve své praci Edward Bertram (Bertram 2007).

Kindling je proces, béhem néhoz repetitivni zachvaty vyvolavaji prodlouzeni dalSich zachvatt
a behavioradlni zmény (méfené u zvitrat vétSinou pomoci Racinovy skaly). rvni dav

(v naSem pfipad¢ subkonvulzivni davka PTZ, ale muZe se jednat napiiklad i o fokalni
elektrickou stimulaci) dochazi k zachvatu, ktery je ale velmi kratky a téméf se behavioralné
neprojevuje, miizeme pozorovat maximalné lehké myoklonické zaSkuby. Nicméné repetitivni
stimulace vede k postupnému zvySovani intenzity projevi a stupniovani behavioralnich zmén,
dokud neni dosazeno zachvatl u vSech pozorovanych zvifat — pak miizeme mluvit o tom, ze
zvitata jsou nakindlovana. Pokud jsou zvitata nakindlovana, vétSinou se dale projevuji zachvaty
1 bez dalsi stimulace. Tento pozvolny pribéh naznacuje, ze jsou nejdiive stimulovany jisté
neurdlni okruhy, které jsou timto pfeménény v epileptogenni zony. Ty poté rekrutuji dalsi
okruhy, a nakonec dochazi k rozvoji zachvatt. Z postupného zvySovani délky zachvati pak
muzeme usuzovat, ze logicky dochazi k oslabeni inhibice v CNS

Nicméné pro lidské epilepsie je charakteristickd vysoka variabilita jejich pti¢in vzniku, at’ uz
traumaticka poranéni mozku (TBI), patologie mnohych iontovych kanalt, nadory atd. Kindling
je pak spojen piedevsim s lidskou MTLE nebo limbickou epilepsii (LE). Kindling modely
a tyto lidské epilepsie sdileji stejnou pocatecni zachvatovou aktivitu v hipp[OM7]okampu nebo
amygdale, a navic i podobné EEG grafy. Béhem lidské epilepsie ov§em dochazi k mnohem
VEtsi ztraté neuronu v hip, amygdale a EC. V kindling modelech dochazi k aktivaci glii,
ztraté neurond, sproutingll granulovych bun¢k axoni (MF), ovS§em ke zmé&nam dochézi v mensi
mife a na mensi plose.

Anamnéza nékterych pacienti (Bertram 2007) naznacuje, Ze se u nich epilepsie vyvijela
zptiisobem podobnym kindlingu. Popisuji pocity a stavy, které jsou pozd&ji rozpoznany jako
¢asti zachvatu, kdyz se u nich pozdgji objevi komplexni parcialni zachvaty (CPS) a teprve
V tento moment si uvédomi zavaznost jejich stavu a za¢nou ho fesit. Nékteti pacienti trpici CPS
zacnou vyhledavat pomoc az poté, co jim zachvaty narusi motorické funkce. To zcela podporuje
hypotézu, Ze kindling probiha u lidi: spontanni udalosti postupné pfertstaji ve spontanni
zachvaty, ty se po né&jaké dob¢ stavaji delSimi a jejich dopad na Zivot Clovéka se stava
komplikovangjsim.[OM8]

Jak jsem jiz zminil, kindling je pouzivan jako model epileptogenze — nastava ale otazka, co pro
nas znamena epileptogeneze. Zda spiSe vznik prvniho spontanniho zachvatu po rizné dlouhé
latentni period€ bez zachvati, na jejimz zacatku musela byt néjaka pticina, at’ uz geneticka
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predispozice napiiklad k mutaci nékterych iontovych kanald, nebo Spatny vyvoj CNS ¢i
napiiklad traumatické poranéni mozku. Nebo se jedna o proces, béhem kterého zachvaty
nabiraji na intenzit¢ i Casové délce a dochazi k pfeméné dalSich okruhti v mozku na
hyperexcitabilni, tedy epileptické?

zéachvaty

Nicmén¢ kindling nabizi mnoho paralel s limbickymi epilepsiemi. Limbické okruhy jsou totiz
velmi nachylné na spousténi zachvatové aktivity a zachvaty se odsud rychle $ifi do dalSich
regioni CNS. Kindling je velmi uzite¢ny pravé pro vyvoj modelt §ifeni epileptického loziska
— z4chvaty mohou byt spustény vysoce intenzivni fokalni stimulaci a vzorec sifeni zdchvatu do
okoli mize byt poté podrobn¢ studovan. Dlouhou dobu existovala hypotéza, Ze iniciace
zachvatll probihd po tfisynaptickém okruhu spankového laloku: po dentate gyrus (DG),
Ammonov¢ rohu (AH) a hippokampu. Mé&lo dochazet k zacykleni uvniti spankového laloku,
dokud by nebyly rekrutovany piilehlé regiony ee+kortexu a nedochazelo by k Sifeni do celého
mozku. Nicméné Casem bylo dokazéno, ze chirurgické odstranéni jednoho ¢i vice téchto
regionti nema vliv na vyskyt zachvatil. Casense-objevily-jestsjiné hypotézyoviemNasledujici
zcela zasadni objevy jsednas informuji o existencisze-existaje vice siti, které se daji nakindlovat
rychleji nez hippokampus, coz naznacuje, ze samotny hippokampus nemusi byt centrem vzniku

zachvatu.[OM9] Dale bylo vyzkoumano, ze se-stimulaci n€kolika subkortikalnich siti jako
claustrum a medialni dorzalni jadro (MDN) lze velmi rychle dosahnout kindlovanych
motorickych zachvatli, coz naznacuje, ze tyto oblasti mohou byt zapojeny do generalizace
zachvatu. Zachvaty vyvolané kindlingem hippokampu a amygdaly usti v rychlé zapojeni MDN,
coz dale naznacuje moznou souvislost mezi vice mozkovymi regiony, nez se védci pivodné
domnivali. Veskera tato zjiSténi pravé poukazuji na to, Ze existuje velké mnozstvi okruht, které
mohou vyvolavat zachvaty a vzajemné se piekryvat a ovliviiovat. Takovéto objevy by bez
existence kindlingu byly témé&f neproveditelné.

Kindling modely jsou dnes vnimany spise jako ukazatelé nasledkti urcitého poctu zachvati nez
piimo jako modely vedouci k chronické epilepsii. Napiiklad u potkand je paralela s lidskou
chronickou limbickou epilepsii (CLE). Nicméné je i1 rozdil mezi potkany s epilepsii
a nakindlovanymi potkany — neurony epileptickych potkanli vykazuji vyssi hyperexcitabilitu,
¢asto doprovazenou prodlouzenymi EPSP a zkracenymi IPSP.

Velmi zajimava se jevi myslenka kindling antagonismu — pokud kindlujeme dvé mista naraz,
pak zachvaty z jedné sité postupné tlumi zéchvaty z druhé sité. To nabizi opét paralelu
s lidskymi epilepsiemi — nékdy po chirurgickém odstranéni epileptického loZiska se objevi
novy typ zachvatu. Vysvétleni mize nabidnout prave kindling antagonismus — druhé loZisko
bylo utlac¢ovano aktivitou prvniho, a nyni po jeho chirurgickém odstranéni propuka
proepilepticka Cinnost v druhé siti, ktera se tim méni na lozisko. Poptipad¢é se kindling
antagonismus miiZze uplatiovat v mnoha typech mozkové stimulace, napiiklad hluboké
mozkové stimulaci, pouzivané pro terapii nékterych pacientt s epilepsii (Bertram 2007).
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+25.2 Vyvoj PTZ kindlingu modelu u mysSi inbredniho kmene
C57/BL6

5.2.1 Metodika

Tento model byl vyvijen Vv laboratofi Oddéleni vyvojové epileptologie FGU AV. Vychazeli
jsme z protokolu ,,Pentylenetetrazol (PTZ) Kindling Model of Epilepsy* (Dhir 2012), ktery
popisuje postup pii kindlovani mys$i. Vychozi davku jsem zvolil 35 mg na 1 kilogram télesné
hmotnosti mysi. Vzhledem k ¢asovym moznostem laboratotre FGU AV, ktera musela provadst
davkovani, jsme zvolili tfitydenni ¢asovy usek, béhem kterého kazdé pond¢li, stiedu a patek ve
12:00 dochézelo k intraperitonedlnimu podavani subkonvulzivni davky. Mysi jsme oznacili
fixem na ocasech a zajistili jsme, Ze pokazdé byly davany do stejné klece za icelem pozorovani
individudlni odpovédi na podavani PTZ vzdy téch samych jedincli, aby se clovéku
odpovédnému za ohodnoceni zichvatového skore krys uSetfila prace, pokud by doslo
k anomaliim a vyfazeni nékterych jedincu.

Po podéani davky nésledoval videomonitoring mysi, které byly pro tyto tcely pfemistény do
prihlednych kleci z plexiskla. Videomonitoring probihal po dobu 30 min po podani davky.
Nasledné jsem zhodnotil priibéh kindlingu, a to pomoci upravené Racinovy skaly:

Skore 0: Mys nevykazuje zadné behavioralni zmény
Skore 1: U mysi pozorujeme myoklonické zaskuby

Skore 3: Mys vykazuje Straubtiv ocas (skore 1 za myoklonické zaSkuby + skore 2 za
Straubtiv ocas)

Skore 6: Mys vykazuje klonus (skore 1 za myoklonické zaskuby + skére 2 za Straubtiv
ocas + skore 3 za klonus)

Skore 7: MyS umira

Experiment miizeme povazovat za Gspésny, pokud vSechna zvitata po podani subkonvulzivni
davky PTZ vykazuji klonus, a to minimaln€ ve tfech po sob¢ jdoucich sériich podévani
subkonvulzivni davky. Pak mizeme mysi povazovat za plné¢ nakindlované.

Nize v tabulce (viz Tabulka ¢. 1) mizete vidét vysledné skore tésné po podani jednotlivych
davek PTZ. BohuZel nam béhem patého méfeni doslo tlozisté kamery, takZe se nahraly jen asi
prvni 4 minuty, béhem nichZ mysi vykazovaly pouze myoklonické zaskuby — paté méfeni tedy
nebylo zapocitano, protoze ke Straubovu ocasu, popiipad¢ klonu, dochazelo nejdiive okolo
Sesté minuty, a to pouze u nékterych mysi.

Za povsimnuti stoji skére mysi, v tabulce oznacené Cislem 2, béhem 8. meéfeni. Zatimco
vSechny ostatni my$i uspesné prodelaly zachvat, tato ne. To 1ze vysvétlit malou hmotnosti mysi,
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vramci desitek graml, a malou davkou PTZ v injekéni stiikacce (fadové ve stovkach
mikrolitrl). Navic bylo nemozné mysi béhem podavani PTZ uspat, protoze jakakoliv sedativa
by mohla ovlivnit jejich behavioralni projevy béhem videomonitoringu. Je tedy vysoce
pravdépodobné, Ze se navic pfi instinktivnim obranném Skubani mysi béhem podavani injekce
doslo k drobné ztraté¢ PTZ, a tedy podani nedostate¢né davky, ktera nebyla schopna vyvolat
Klonus.

Skoére: mysi C57/BI6
Davka PTZ | Datum 1 2 3 4 5 Primér
1 12. 2. 1 1 1 1 1 1
2 14. 2. 6 6 1 1 1 3
3 16.2. 6 6 6 1 6 5
4 19. 2. 6 6 6 6 6 6
5 21. 2. ? ? ? ? ? ?
6 23. 2. 7 6 6 6 6 6,2
7 26. 2. X 6 6 6 6 6
8 28. 2. X 3 6 6 6 5,25
9 2.3 X 6 6 6 6 6

Tab. ¢. 1: Uvedeni skore zachvatu jednotlivych mysi a praimérné skoére na danou davku

Nize (viz. obr. €. 13) ptikladam vysledny graf zavislosti skore na davece PTZ, respektive dnech
experimentu. Bohuzel neni zapocitana 5. davka PTZ.
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Obr. ¢. 13: Uvedeni zavislosti pramérného skore v zavislosti na dnech experimentu (poctu jiz obdrzenych davek).
Svislé Gary zna¢i hodnotu SEM. SEM = (standardni ochylka)/\n

7.2152.2  ZAvér vyvoje

Podafilo se ndm uspésné€ vyvinout PTZ kindling model pro mysi imbredniho kmene C57/BL6
a nyni tedy miiZeme pracovat se zcela stejnymi mySmi, jako byly pouZity ve druhé studii. Diky
tomu budeme moci jiz brzy navazat na jejich zjisténi vlastnim vyzkumem a zjistit roli
oligodendrocytl a vSech vyse popsanych mechanismi v epilepsii.

Nesporna vyhoda navic spociva v tom, Ze mysi byly plné nakindlovany za pouhé 2 tydny —
vétSinou plné nakindlovani zabere 3 tydny. Tim se uSetii jednak ¢as, jednak naklady na pofizeni
PTZ. Je otdzka, zda 20 % umrtnost nebude pifedstavovat budouci problém, nicméné se
domnivam, ze se jednalo o ojedinély piipad.

Experiment na ovéteni mé hypotézy bude zahajen 16. 4. 2018 a bude se skladat ze tii skupin
mysi C57/BL6. Dohromady potrva 6 tydna a je rozdé€len do tfi dvoutydennich sekci. BEhem
prvnich dvou tydnt dojde k nakindlovéani vSech tii skupin — stejné jako popsano vyse, davky
PTZ (35 mg /kg) kazdé pondéli, sttedu a patek. Poté bude prvni skupina pouzita. Dalsi dvé
skupiny jsou jiz pln€ nakindlovany a po dobu nasledujicich dvou tydnli nebude tfeba aplikovat
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PTZ. Pak bude pouzita druhd skupina krys. Tteti skupiné pak po dobu poslednich dvou tydnti
budou opét podavany subkonvulzivni davky PTZ, nez bude pouzita. Od tohoto postupu si
slibujeme vysetfeni propustnosti BBB béhem kindlingu a jak jsem vySe naznacil, BBB je v mé
hypotéze pomyslnym spoustéem celé kaskady zanétlivych procestt koncici smrti neuronti
a oligodendrocytd.

86 EXPERIMENTAENI-CASTIOM10]DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda by bylo mozné néjak zlepsit kvalitu Zivota pacientl
trpicich farmakorezistentnimi typy epilepsie. Z tohoto divodu jsem se rozhodl vydat se
odlisnou cestou nez mnoho dosavadnich vyzkumi, a to zkoumanim role myelinové pochvy
v epilepsii. Dale, mym osobnim cilem bylo pfedevsim zkusit si napsat odbornou praci v ¢eském
jazyce ptedtim, abych zjistil, jaké potize pii jejim psani mohou nastat.

Vzhledem k tomu, ze se témé&f zadné prace dosud nezabyvaly vlivem epileptickych zachvata
na demyelinizaci, tato prace mize piedstavovat vyznamny krok kupiedu. Ovsem proc tuto, dle
mého ndzoru zajimavou, mysSlenku jest¢ nikdo nezkoumal? Domnivim se, Ze tim
nejzasadnéj$im divodem je obtizna méfitelnost samotného vlivu demyelinizace na
epileptogenezi. Tym, jehoz snahu popisuji ve druhém experimentu V teoretické ¢asti (kapitola
2.2), se o to pokusil, nicméné podavanim CPZ. Ten mimo jiné startuje metabolické aktivity
dalsich bun¢k. Tim vyvstava otazka, co presné je tedy odpovédné za samotny vznik zdchvat —
zda demyelinizace, ¢i naptiklad n&jaky krok aktivovanych gliovych bunék.

Dalsim divodem, pro¢ se dosud touto problematikou nikdo nezabyval, miize byt (jedna se jen
o mou domnénku) pro demyeliniza¢ni nemoci zcela odli$né Sifeni AP, nicmén¢ zachovana
moznost geneze zachvatl. BéZné totiz béhem demyelinizace klesa rychlost pfenosu AP, jak
bylo ukdzano ve Ctvrté kapitole. Tomu by ale méla odpovidat ztrata AP pti vysSich frekvencich,
coz by meélo naopak pusobit antiepilepticky. Ocekdvali bychom totiz, Ze dojde k postupnému
zastaveni Sifeni vyboji do okoli, ov§em tomu tak zjevné neni, alesponi ne pii nizSich frekvencich
AP. Mozna prave proto zuistavala mozna demyelinizace v epilepsii stranou pozornosti. Ziejmé,
alespon na zdkladé¢ vyzkumu popsaného ve Ctvrté kapitole, dosud ne zcela do detailu
prozkoumanym zptsobem dochézi k zachovani schopnosti Sifit AP i v epileptické, a navic
demyelinizované CNS (coz ostatn¢ dokazuje i experiment popsany v podkapitole 2.2, kde
demyelinizované mysi prodé€lavaly epileptické zachvaty).

Samotnym cilem této prace poté mélo byt ovéfeni mnou navrhnuté hypotézy. Mnoho jejich
prvku se totiz velmi Casto uplatiiuje u spontannich zachvatt po statu epilepticu, napiiklad
nasavani albuminu astrocyty. Chtél jsem tedy zjistit, zda se tyto prvky uplatiuji i v Kindling
modelech. I zjisténi, Ze se tyto prvky neuplatiiuji v kindling modelech, by znamenalo obohaceni
znalosti a tato heterogenita vysledkt by si zajisté zaslouzila dalsi vyzkum. Za zminku jisté stoji,
ze 1 V piipadé potvrzeni hypotézy bude velmi obtizné zméfit dil¢i podil jednotlivych
mechanismi na pietrvavani zachvatl. Nutno fict, Ze se naptiklad v fizeni zanétlivé odpoveédi
mikroglii uplatiiuji rzné typy miRNA, a kdyby tato prace méla zahrnout veskeré tyto
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mechanismy a vzit v potaz jejich dopad, pak by byla mnohonasobné¢ delsi. Dopad této prace ma
byt predevsim takovy, ze ma nezvratné ukazat, zda béhem epilepsie dochazi k demyelinizaci.
Diky velmi spletité povaze glii, neuronti a interneurontl je na epilepsii jedna véc alespon trochu
utésujici, co do slozitosti: jednd se o stav, béhem kterého ptevazuje inhibice nad excitaci.
Protoze tradi¢ni 1€ky, snazici se modulovat predevsim excitabilitu kanali, mnohdy selhévaji, je
tteba hledat nové cesty. Tato prace prave jednu takovou nabizi, a pokud se ukaze jako spravna,
pak, jak jsem zminil jiz ptedtim, pfijde na fadu zkouméni, zda se demyelinizace uplatituje

I v dalSich modelech epilepsie.
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97 ZAVER

Epilepsii trpi jen v Ceské republice okolo sta tisic lidi, ztoho jich cela tietina trpi
farmakorezistentnimi epilepsiemi. Nékterym sice pomuize chirurgické odstranéni epileptického
loziska nebo neurostimulace, ale v nékterych pfipadech neni mozné epileptické lozisko
chirurgicky odstranit. I pfes stale kuptedu postupujici vyzkum a nové poznatky neni zcela jisté,
kdy se jen v nasi zemi desitky tisic epileptikd trpicich farmakorezistentni epilepsii dockaji
definitivni 1écby. Farmakorezistentnimi epilepsiemi po celém svété pak mohou trpét desitky
miliont lidi.

Cilem této prace bylo predev§im upozornit pravé na tuto problematiku a nabidnout odlisny
pohled na dalsi vyzkum epilepsii. V teoretické Casti je podrobné popsan mozny mechanismus
demyelinizace jakozto nasledek epileptickych zachvatii, tento mechanismus Vv soucasné dobé
¢eka na své experimentalni ovéfeni, které skonci po 28 kvétnu 2018. Vzhledem Kk tomu, Ze
mechanismus jest¢ neni ovéien, byl v jednotlivych kapitolach predevsim kladen diraz na jiz
existujici literaturu, kterd podporuje funkéni roli jednotlivych komponent celkového
demyeliniza¢niho mechanismu, ktery by poté mohl ptispivat k epileptogenezi. Pokud se ukaze
jako pravdiva, bylo by vhodné na ni navazat vyzkumem, ktery by mél tento mechanismus
zvratit. | kdyby se potvrdila pouze skute¢nost, ze dochazi k demyelinizaci nékterych regionti
vV mozku, pak by to predstavovalo velmi vyznamny skok kupiedu, vzhledem k tomu, Ze se touto
problematikou doposud témét nikdo nezabyval, a ze teprve nyni se pilné pracuje na zjisténi
vlivu demyeliniza¢nich onemocnéni na genezi zachvati.

Experimentalni ¢ast popisuje uspé€sny vyvoj PTZ kindling modelu a moznosti jeho dalSiho
pouziti, v€etné relevance zvitecich kindling modela k lidskym epilepsiim a jejich uzite¢nost
béhem piedchazejicich vyzkum.

Moznosti navazani na tuto praci je celd tada, potencial vidim zejména ve vyzkumu role
reaktivnich astrocytd v epileptogenezi, dalsiho zkoumani mikroglii jejich TLR receptord, jak
jsou mikroglie ovlivnény mTOR drahou a moznosti tlumeni drah odpovédnych za aktivaci glii
(naptiklad NFxB), coZ by mélo pfispét ke sniZeni excitability.

Pravé objasnéni chovani bunék CNS beéhem epileptickych procest a kompletni porozuméni
tomuto chovani povede v urcitém casovém useku k vyvoji latek cilicich na 1écbu
farmakorezistentnich typt epilepsie a zvysSeni kvality Zivota mnoha lidem.
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