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1. Epilepsie

1.1. Definice

Epilepsie je chronické onemocnéni charakterizované opakovanymi, obvykle
spontannimi, paroxyzmalnimi epizodami v mozku, které se manifestuji zménami
chovani (Engel et al., 1998; Shneker a Fountain, 2003). Epilepticky zachvat,
jakozto klinicka manifestace epilepsie, pochazi z nadmérné a synchronni ¢innosti
skupiny neuronll v mozku. Tato abnormalni paroxysmailni aktivita je vétsinou
prechodna a sama odezni (Engel et al.,, 1998), €asto vSak zahrnuje zmény
védomi, sensomotorickych a autonomnich funkci (ILAE Commission, 1997).
Termin epilepsie zahrnuje skupinu specifickych epileptickych syndroml, které
byly klasifikovany dle charakteru a opakovani zachvatl, véku vyskytu,
pridruzenych klinickych znaku, elektroencefalografického (EEG) obrazu, rodinné

anamneézy a prognozy (Engel et al., 1998; Shneker a Fountain, 2003).

1.2. Epidemiologie a etiologie

Epilepsie se muze projevit v jakémkoliv véku, av$ak incidence i prevalence
onemocnéni je nejvyssi v détstvi a ve stari. Prevalence epilepsie v populaci tvori
pouze 1 az 3 % u dospélych jedincli, ale az 10 % populace mlze mit zkuSenost
s jednim epileptickym zachvatem, predevS§im v détském véku nebo obdobi
dospivani (Hauser, 1994; ILAE Commission, 1997; Shneker a Fountain, 2003).
Epileptické syndromy predstavuji jeden znejCastéji se vyskytujicich
neurologickych problémd u déti. Incidence vékové zavislé epilepsie je nejvyssi
mezi prvnim a druhym rokem Zzivota, po tomto obdobi vyrazné klesa, druhy
vzestup pfichazi po Sedesatém roce Zivota. V détském véku zaCina témér 50%
vSech pripadu epilepsie. Epilepsie manifestujici se generalizovanymi zachvaty je
nejcastéji diagnostikovanym typem epilepsie do péti let Zivota, fokalni typy
zachvatl se vyskytuji vice v pozdéj§im obdobi (Hauser, 1994; Eriksson a
Koiviko, 1997).

Zakladni rozdéleni epilepsii a epileptickych syndromi je na idiopatické a
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symptomatické. Idiopatické epilepsie nejsou spojené se znamou etiologii.
Vyznamnou roli hraji genetické faktory, pro vyskyt je typicka navaznost na vék a
obvykle dobre reaguji na farmakoterapii. U symptomatickych epilepsii jsou
zachvaty zplsobené nasledkem konkrétniho poskozeni mozku (poranéni mozku,
infekce apod.) nebo jiné specifické etiologie. (Engel et al., 1998; I[LAE

Commission, 1997).

1.3. Klasifikace epileptickych zachvatu

Mezinarodni klasifikace epileptickych zachvatll (ILAE zr. 1981) rozliSuje dvé
zakladni kategorie zalozené na plvodu abnormalnich elektrickych vyboji. Tyto
dvé obecné kategorie jsou tvofeny generalizovanymi a parcialnimi zachvaty
(ILAE Commisson, 1997; Luders et al., 1998; Badawy et al., 2007).

1.3.1. Generalizované zachvaty

Generalizované zachvaty jsou takoveé, u kterych klinické projevy od pocCatku
zachvatu souvisi s ucCasti obou hemisfer mozku. Védomi byva zménéno,
motorické projevy a slozky EEG béhem zachvatu jsou bilateralni. (Engel et al.,
1998; ILAE Commission, 1997). Mezi hlavni i podtypy generalizovanych
zachvatll patfi: generalizované konvulzivni zachvaty (atonické, tonické, klonické
nebo tonicko-klonické), dale generalizované nekonvulzivni zachvaty zastoupené
absencemi (typickymi a atypickymi) a v neposledni radé myoklonické zachvaty
(ILAE Commission, 1997; Dolansky, 2000).

1.3.2. Parcialni zachvaty

Parcialni zachvaty jsou takové, u kterych prvni klinické a encefalografické
pfiznaky vychazeji z aktivace neurontl ¢asti jedné hemisféry, a to bez ohledu na
sekundarni generalizaci zachvatu (De Curtis a Avanzini, 2001; ILAE Commisson,
1997). Parcialni zachvaty se déli do tfi zakladnich kategorii, tzn. na jednoduché
(simplexni) parcialni zachvaty, u kterych neni poruseno védomi béhem zachvatu,
na komplexni parcialni zachvaty, kde je pfitomna porucha v€domi, a dale na

sekundarné generalizované (simplexni i komplexni) parcialni zachvaty (ILAE
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Commission, 1997).

1.3.3. Neklasifikované epileptické zachvaty
Do téeto skupiny se Fadi zachvaty, které nemohou byt jednoznacné klasifikované
kvili nedostatku jednoznac¢nych informaci nebo se vymykaji dosud popsanym

kategoriim, pf. neonatalni zachvaty (Enget et al., 1998; ILAE Commission, 1997).

1.3.4. Status epilepticus

Status epilepticus je definovan jako kontinualni zachvat nebo takové nakupeni
zachvatl kde se ¢innost mozku mezi zachvaty nevraci do normalu, trvajici déle
nez 30 min a vedouci k poskozeni neuronu. V podstaté jakykoliv typ zachvatu
miize prejit ve status epilepticus. Za prechod epileptického zachvatu do statu
pravdé podobné zodpovida selhani autoregulacnich mechanismul, které jsou za
normalnich okolnosti schopny v uritém ¢asovem momentu zachvat ukongit
(Luders et al., 1998; Dolansky, 2000).

1.4. Elektrofyziologické projevy epileptickych zachvatu

Elektroencefalogram (EEG) zlistava nejuzitecnéjsi diagnostickou metodou u
epilepsie. EEG hraje dllezitou roli v klasifikaci typu zachvatu nebo epileptického
syndromu a rozliSovani epileptickych a neepileptickych fenoménl. EEG pomaha
urcit odkud zachvat vychazi, frekvenci jejich vyskytu a efektivnost terapie (Mares,
1973; Mosché a Pedley, 1998). Elektrickou aktivitu mozku béhem zachvatu Ize
snimat pomoci skalpovych nebo intracerebralnich elektrod, tzn. zaznam z
mozkové klry nebo napf. z talamu, hipokampalni formace. I|ktalni aktivita
korového EEG se jevi jako synchronizované rytmické ostré viny nebo komplexy

hrot-vina s vysokou amplitudou (Buszaki a Traub, 1998; Dinner et al., 2002).

1.5. Patofyziologie epilepsie
Vétsina epileptickych zachvatl vychazi z korovych a hipokampalnich struktur,

klinické projevy zachvatu zavisi na misté vzniku a jeho Sifeni.

10
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Epileptické zachvaty jsou vysledkem synchronnich nepfiméfenych vybojl
v populaci hyperexcitabilnich neuronli (Avanzini a Franceschetti, 2003; Nair et
al., 2004). Poruchy v excitabilitt neuronli tvori zaklad procesu epileptogeneze.
Epileptogenni vlastnosti neuronalni tkané mohou byt dany dvémi zakladnimi
skupinami zmén tkané. Prvni je abnormalni excitabilita neuronl, ktera je
vysledkem porusenych depolarizaénich a repolarizatnich mechanismi u
jednotlivych bunék (neuronalni deregulace). Druhou je poskozena konektivita
neuronalni sité vychazejici napf. z mechanismi chybné neurondlni integrace,
abnormalni synchronizace populace hyperexcitabilnich neuronl apod., ktera
muze vést k Siteni epileptickych vybojli na dalsi neurony (Engel, 1998; Olsen a
Avoli, 1997; White, 2002; Avanzini a Franceschetti, 2003; Matsumoto et al.,
2007).

Takzvané epileptické neurony se nachazejici v neuronalnim seskupeni tvoficim
epilepticky agregat, ze kterého sou¢asné vychazeji salvy synchronnich vybojl
akénich potencialll. Spolehlivym ukazatelem epileptogenich ohnisek jsou
paroxysmalni depolarizaCni posuny (paroxysmal depolarisation shift; PDS),
protrahované depolarizace na nichz vznikaji salvy akénich potencialli. Ty byly
studovany na modelech fokalnich epilepsii (De Curtis a Avanzini, 2001,
Franceschetti et al., 1995; Avanzini a Franceschetti, 2003).

Pri  pfichodu impulzu na synaptické zakonCeni dochazi k uvolnéni
neurotransmiteru, které vede k aktivaci iontovych kanall na postsynaptické
membrané. Pfenosem iontll pfes membranu se zméni postsynapticky potencial.
Pfi pfenosu signalu pres excitacni synapsi se vytvafi excitatni postsynapticky
potencial (EPSP), inhibicni synapse umoziuji vzniknout inhibiCnimu
postsynaptickému potencialu (IPSP) (Holmes, 1997; Buszaki a Traub, 1998). U
PDS je depolarizace membrany masivnéjsi nez pfi EPSP. Typicka je série
rychlych akénich potencialll (Na” kanaly), dochazi k prolongované depolarizaci
membrany neuronu, za jejichZ trvani zodpovidaji Ca** a nasleduje prolongovana
hyperpolarizace (K" kanaly). V experimentu je mozné blokovanim inhibiéni nebo
potenciaci excitaCni transmise indukovat aktivitu podobnou PDS u bunék

v kortexu (Engel et al.,, 1998; De Curtis a Avanzini, 2001; Avanzini a
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Franceschetti, 2003).

ZjednoduSené receno, epileptické zachvaty vznikaji na zakladé nadmérné
excitace nebo nedostate¢né inhibice pfi neadekvatni regulaci téchto déji (Olsen
a Avoli, 1997; Engel., 1998; Badawy et al., 2007). Pro modulovani neuronalni
excitability je v prvé radé dllezita extracelularni koncentrace iontll (predevsim
K", Ca*" a Na") a funkce i funkénost pfisiugnych iontovych kanalli. Membranové
vlastnosti neuronll jsou determinovany selektivni permeabilitou pro uvedené
ionty. Mechanismus uCinku vétsiny antiepileptik je zprostfedkovan ovlivnénim
aktivity téchto kanall (Avanzini, 1995; Avanzini a Franceschetti, 2003). Dalsi
podstatnou roli pro excitabilitu neuronli hraji inhibi¢ni i excitatni neurotransmitery
a neuromodulatory. Hlavnim excitaCnimi neurotransmitery v mozku jsou glutamat
a aspartat, inhibicnimi jsou GABA (y-amino maselna kyselina) a glycin. Funkci
neuromodulatord u epileptickych fenoménli maji napf. adenosin, opioidy,
neurosteroidy apod. (Rogawski a Loscher, 2004). Neurotransmitery i
neuromodulatory se vazi na prislusné receptory, jako jsou napf. ionotropni
GABAx (CI kanaly), metabotropni GABAg a pozdéji objevené ionotropni GABAc
receptory. Rada ligand(i t&chto receptorli se pouziva v |écbé epilepsie (Olsen a
Avoli, 1997). Dalsi skupinu tvofi pak glutamatové ionotropni (NMDA, AMPA,
kainatové) a metabotropni receptory, jejichz agonisté a antagonisté maji
potencial v antikonvulzivni terapii (De Curtis a Avanzini, 2001; Avanzini a
Franceschetti, 2003).

Mezi mechanizmy, které pravdépodobné& zodpovidaji za ukonCeni zachvatove
aktivity, patfi aktivace inhibi¢nich systému, desynchronizace aktivity, vy&erpani

mediatorl apod. (Engel, 1998).

1.6. Ontogeneze epilepsie

Klinicka i experimentalni data ukazuji, Ze nezraly mozek je snadnéji generuje
epileptickou aktivitu a incidence zachvatl je nejvys$si v détském véku (Mare$ et
al., 1992; Jensen, 1999).

Nezraly mozek se znacné liSi od zralého v etiologii, epileptogenezi, frekvenci,

trvani a $ifeni zachvatl, dale v behavioralnich parametrech, EEG fenoménech,
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nasledcich zachvatl a v odpovédi na uzivana antiepileptika (Franceschetti et al.,
1995; Holmes, 1997; Kubova, 1999). Jednotliva vékova stadia se béhem vyvoje
mozkovych struktur mohou lisit od mozku dospélého jedince v fadé parametr(
napf. ve vys$si sensitivite nezralych neuronl k excitatnim aminokyselinam, vyssi
expresi glutamatovych receptortl, nedostateéné zralosti inhibi¢nich mechanismt,
rozdilu v expresi iontovych kanalli, zménach v podjednotkovém slozeni receptorl
atd. (Spreafico et al., 1994; Holmes, 1997; Jablonska et al., 1998; Kubova, 1999;
Mares, 1999a, 2001). Rovrnéz v epileptogenezi nezralého mozku hraje roli stupen
vyzralosti synapsi, postupné myelinizace, vyvoje glie a hematoencefalické
bariéry atd. (Mare$, 1973; Wasterlain, 1997; Holmes et al., 1999; Jensen, 1999;
Kubova, 1999; lhnatovych et al., 2002; White, 2002). Vétsi nachylnost nezralého
mozku k zachvatim mlze byt zplsobena nerovnovahou mezi dozravanim
excitaénich a inhibi¢nich synaptickych mechanisml (Holmes, 1997; Mares,
1999b).

Vyvoj centralniho nervového systému znacné ovliviiuje citlivost na jednotliva
IéCiva. Na zakladé zjisteni, Zze nezraly mozek reaguije jinak na Fadu antiepileptik
nez mozek zraly, je {tfeba testovat uCinnost a bezpecnost novych
antikonvulzivnich latek také na mladatech (Holmes, 1997; Jensen, 1999;
Kubova, 1999).

1.7. Modely epileptickych zachvatt

Studie na zvifatech vyrazné prispély k pochopeni epileptogeneze a mechanismu
uc¢inku antiepileptik. Adekvatnost animalnich modelli vzhledem k humannim
epilepsiim zavisi na tom, jak vérné se podobaji klinickym projevim a EEG
fenoménlm humanni formy. Definice animalniho modelu epilepsie se vztahuje
ke zviratim, kterd maji opakované persistujici zachvaty, spontanni (geneticky
podminéné) nebo vyvolané inicialnim insultem. U akutnich in vivo experimentl a
in vitro exeprimentli studujeme modely zachvatlli pfipadné epileptogennich
mechanism(l. Adekvatnost modeiu pouzitého ke studiu mechanismil
epileptogeneze a uCinku IéCiv zavisi i na informaci, kterou chceme ziskat
(Avanzini, 1995).

13
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1.7.1. In vivo modely epileptickych zachvati

Modely epileptickych zachvatl u zvifat se déli na indukované, ,reaktivni“ (u
intaktnich zvirat), které Ize vyvolat farmakologicky nebo elektrickou stimulaci; na
spontanni, geneticky podminéné a ziskané plisobenim poc¢ate¢niho insultu.
Konvulzivni agens, produkujici akutni zachvaty (ti. doCasna epileptiformni
aktivita) pfi Mizném zpUsobu aplikace (systémovém ¢&i lokalnim), nejéastéj$im
mechanismem uCinku je blokada inhibicni nebo zesileni excitacni
neurotransmise. Zachvaty, dle pouzitého agens a zplsobu aplikace, mohou byt
fokalni i primarné nebo sekundarné generalizované a jejich behavioralni, EEG,
metabolické, neuropatologické charakteristiky jsou vékové zavislé. Takové
zachvaty reprezentuji modely jednoduchych i komplexnich parcialnich zachvatl,
generalizovanych tonicko-klonickych, myoklonickych zachvatl, absenci (Velisek,
2006). Akutni zachvaty (vyvolané elektrickou stimulaci) je mozné délit na zakladé
intenzity a lokalizace stimulu, a to na stimulace celého mozku (tzv. maximaini
elektroSok, MES) nebo na lokalni stimulace urcité struktury. Zachvaty vyvolané u
potkanli modeluji rlzné typy humannich zachvatli, napf. MES je obecné
akceptovanym modelem generalizovanych  tonicko-klonickych  zachvatu.
Stimulace limbickych struktur modeluje humanni komplexni parcialni zachvaty,
stimulace sensomotorické kilry reprezentuje model fokalnich motorickych nebo
myoklonickych zachvatl atd. (Mare$ a Kubova, 2006).

Geneticky podminéné modely epileptickych zachvatl u mysi a potkan( (inbredni
kmeny hlodavcu, transgenni zvifata, knock-out modely) reprezentuji svymi EEG
a behavioralnimi korelaty i farmakologickym profilem rizné typy lidskych
epilepsii, napf. absence (Cortez a Snead, 2006).

Modely ziskané nasledkem léze, hypoxického poskozeni, epileptického statu,
prodélané infekce CNS, elektrického nebo chemického kindlingu apod.
Pochopeni molekularnich a genetickych podkladli u ziskanych epilepsii povede
k nalezeni takove terapie, ktera by mohla zabranit rozvoji epilepsie u nachylnych
jedincll (White, 2002; Morimoto et al., 2004). Typickym pfikladem mize byt
model humanni mezialni temporalni epilepsie vyvolané kindlingem (opakovana

subkonvulzivni stimulace limbickych struktur), model statu epilepticu, poranéni
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mozku, hypoxickém poskozeni u mladat apod. (White, 2002; Morimoto et al.,
2004).

Oba tyto typy patfi do skupiny chronickych modeld, které umoziuji studovat
epileptogenezi a antikonvulzivni potencial novych terapeutik (White, 2002; Engel
a Schwartzkroin, 2006).

1.7.2. In vitro modely epileptiformni aktivity

Trendem v modernich neurovédach je vyvinout zjednoduseny model, ktery
predstavuje vlastnosti neuronalni sitt, a ktery povede k porozuméni rozvoje
epileptiformni aktivity. Studie in vitro se zaméruji na vlastnosti jednotlivych bunék
a interakce mezi nimi. Pouziti in vitro modelu je dostateCné komplexni k vyjadfeni
dilezitych epileptiformnich fenoménl populace bunék a jsou dostatecné
jednoduché k pochopeni bunéénych a synaptickych elektrofyziologickych dat.
Samoziejmé data z in vitro modelu se specificky lisi od podminek in vivo,
pfedevSim ve ztraté propojeni s dalSimi oblastmi mozku. Do epileptického
zachvatu je totiz zaclenén velky pocet neuron a pfimo nebo nepfimo cely
mozek (Traub a Jefferys, 1998).

Vznik zachvatu v intaktnim mozku zavisi na synchronizovanych vybojich
populace neuronl. V in vitro modelech mohou byt synchronizované vyboje
vyvolany Ffadou zpuUsobll napf. ovlivnénim koncentrace iontl prostiedi,
ovlivnénim receptorl (pf. glutamatovych, GABAergnich) specifickymi ligandy atd.
In vitro modely zahrnuji mozkové Fezy (napf. hipokampové), bunécné kultury,
oraganotypické fezy, disociované nervové buriky apod. (Traub a Jefferys, 1998;
Dichter a Pollard, 2006; Thompson et al., 2006).

In vitro modely maiji vyznam i pfi hledani novych antiepileptik, kde je dilezité

pochopeni celularnich mechanismil (Traub a Jefferys, 1998).

1.7.3. Preklinické modely zachvatt k testovani u¢innosti antiepileptik
Klasickymi testy, které jsou prfedepsany pri hledani novych antikonvulziv, jsou
maximalni elektrosok (MES) a pentetrazolovy (PTZ) test. Tyto dva pfistupy,

kazdy vSak jinym mechanismem, vytvofily zakladni systém zkouSek ucinku
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potencialnich antikonvulziv (pouzivany farmaceutickymi firmami) (White, 2002;
Mare$ a Kubova, 2006). MES testuje antikonvulziva ovliviiujici transport Na* a
Ca*" iontll, napf. fenytoin, karbamazepin, lamotrigin, atd. PTZ identifikuje
zejména ucinek antikonvulziv zalozeny na posileni GABAergni inhibice, napr.

benzodiazepiny, tiababin, gabapentin apod. (Meldrum, 2002; White, et al., 2006).

1.8. Farmakoterapie epilepsie

Antiepileptika (AE) jsou IéCiva, ktera maji Siroké spektrum pouziti u rozlicnych
patologickych stavl, nejen u symptomatické 1é¢by riznych forem epilepsie, ale i
behavoralnich a psychiatrickych onemocnéni, neuropatické bolesti apod.
(Meldrum a Chapman, 1999; Zarubova, 1999; Kohl a Dannhardt, 2001).
Spektrum ucinnosti antiepileptik je omezeno na jeden nebo vice typl zachvatu,
z cehoz plyne opodstatnénost zkoumani mechanizml vzniku zachvatu i
mechanizmu U¢inku antiepileptik. DalS$im didvodem pro hledani novych
antiepileptik je fakt, ze v&tSina konvencnich antiepileptik vykazuje nepriznivé
vedlejsi ucinky a rozvoj tolerance, nékteré formy epilepsie jsou resistentni k
bézné uzivanym antiepileptikiim (az 30%), (Zarubova, 1999; Kohl a Dannhardt,
2001; French et al., 2004; Pitkanen a Kubova, 2004; Loscher a Schmidt, 2006).
Antiepileptika brani vzniku a omezuji Sifeni epileptického vyboje v CNS. V
sou¢asnosti pouzivana |éCiva plsobi ¢tyfmi  zakladnimi  mechanismy,
kombinovany mechanismus Gcinku je vyhodou. Pfimé plsobeni antiepileptik na
neuronalni membranu vede ke snizeni permeability napétové fizenych Na*
kanall (napf. fenytoin, karbamazepin, valproat, lamotrigine atd.) nebo Ca**
kanalll — pf. L, N i T typu (napf. fenytoin, valproat, ethosuximid). Antiepileptika
mohou rovnéz zesilit plsobeni inhibi¢nich aminokyselin jako jsou GABA (pf.
benzodiazepiny, fenobarbital, valproat, felbamat, tiagabin) a glycin; nebo oslabit
pusobeni excitacnich aminokyselin glutamatu a aspartatu (napf. felbamat,
lamotrigin, topiramat) (Meldrum a Chapman, 1999; Zarubova, 1999; Deckers et
al., 2000; Meldrum, 2002; Landmark, 2007). Antiepilepticky efekt se mize rovnéz

uplatnit u ligandd ovliviiujicich i jiné transmiterové systémy, a to monoaminy,
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katecholaminy, serotonin, histamin, neuropeptidy, opioidy, adenosin a dalSi, i u
latek plsobicich na draslikové kanaly (Rogawski a Loscher, 2004).

Pouzivana antiepileptika jsou strukturalné riznorodé latky a plsobi odliSnymi
mechanismy. Volba antiepileptika je urCena spravné stanovenym typem
epilepsie. Obecné pro parcialni zachvaty je [ékem prvni volby karbamazepin, pro
generalizované zachvaty valproat. Pro absence se vétSinou uziva ethosuximid
nebo valproat. Pro myoklonické zachvaty se pouziva klonazepam, ethosuximid a
valproat. Pfi neuspésné monoterapii se pouziva kombinovana lécba. Lécba
epileptickeho statu vyzZzaduje okamzity zasah, podava se nejCast€ji diazepam
nebo fenytoin (Zarubova, 1999).

Antiepileptika zacala psat svou historii v 19. stoleti, pfes veskeré snahy zatim
nebylo objeveno antikonvulzivum s idealnimi vlastnostmi. Hlavnim cilem ve
vyzkumu antiepileptik je vyvinout IéCivo s vysSim antikonvulzivni uCinkem a
menS§i toxicitou (Zarubova, 1999; Loscher, 2002).

Od doby, co je zfejmé, ze glutamatové receptory hraji klicovou roli ve vzniku a
Sifeni epileptickych zachvat(, jsou ligandy téchto receptori stfedem zajmu pro
mozné terapeutické vyuziti. Dnes jiz existuji latky ovliviiujici GluR, které se
pouzivaji v klinické praxi pro lécbu epilepsie (pr. iGluR: felbamat, remacemid),
dalSi latky jsou v klinickych zkouSkach, V souCasnosti jsou pfedmétem hledani
subtypove selektivni ligandy GIuR pro dal$i vyuziti téchto v klinice s ohledem na
kombinovanou terapii s klasickymi antiepileptiky (Kleinrok et al., 1995; Deckers et
al., 2000; Kohl a Dannhardt, 2001; Tzschentke, 2002).
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2. Glutamatové receptory (mGIuR)

Glutamat a aspartat, jsou hlavnimi excitanimi aminokyselinami v nervovém
systému (Wang et al., 2006), ovliviuji membranové receptory a otviraji iontové
kanaly, tim depolarizuji klidovou membranu a iniciuji vznik akéniho potencialu
(Meldrum, 1991a). Anomalie v neurotransmisi zprostredkované excitaCriimi
aminokyselinami se podileji na vzniku abnormalnich neuronalnich vybojl, coz
mlze vést k zachvatovym projevim (Meldrum, 1991a). VétsSina epileptickych
zachvatl je zplisobena nerovnovahou mezi excitatnimi a inhibi¢nimi déji v CNS
ve smyslu prevahy excitace (Doherty a Dingledine, 2002). Inhibi¢ni procesy v
mozku jsou predevdim zprostfedkovany kyselinou y-aminomaselnou (GABA)
(Meldrum, 1991a), ktera je tak hlavni protivahou excitacnich aminokyselin.
Zpusoby, jakymi Ize dosahnout obnoveni rovnovahy mezi excitaci a inhibici, jsou
potlaceni excitaénich déjli napf. inhibici uvoliovani glutamatu nebo blokovanim
jeho vazebného mista na receptoru antagonisty nebo posileni inhibi¢nich
systém(i nejcastéji GABAergni transmise (Meldrum, 1991a; Mare$ et al., 2004;
Rajendra et al., 2004).

Glutamat reguluje Cinnost v nervového systému vazbou na specifické receptory,
které se déli do dvou zakladnich typl - na ionotropni a metabotropni a kazdy
zreceptorll téchto skupin je davan do souvisiosti s epileptickou aktivitou
(Hollmann a Heinemann, 1994; Alagille et al., 2005a). lonotropni receptory
aktivované glutamatem piimo otviraji iontové kanaly, zatim co metabotropni
receptory jsou spfazené s G-proteinem a s naslednou aktivaci druhych posli
(Gasparini et al., 2002a).

2.1. Glutamat

Glutamat je hlavnim excitatnim neurotransmiterem v CNS, uvoliuje se
z presynaptického zakonCeni a vaze se jak na ionotropni receptory, tak na
metabotropni receptory (Hollmann a Heinemann, 1994). lonotropni glutamatove

receptory (iGIuR) aktivuji nebo inaktivuji iontové kanaly, zatim co metabotropni
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glutamatové receptory (mGIUR) jsou spfazené s G-proteinem, cili do
transdukénich mechanismll je zaclenéna reakce, ktera vede k fosfoinositolové
hydrolyze nebo snizeni aktivity adenylat cyklazy (Gasparini et al., 2002b).
Glutamat se nachazi v celém sav€im mozku ve vysoké koncentraci (10 mM) a
Gcastni se fady metabolickych procesi (Meldrum et al., 1999a).

Je syntetizovan v presynaptickych zakonCenich predevdim z glutaminu fosfo-
rylovanou glutaminazou, rovnéz z 2-oxoglutaratu glutamatdehydrogenazou nebo
2-oxoglutarat aminotransferazou (Kvamme, 1998; Burbaeva et al., 2003).
Glutamat je skladovan v synaptickych vezikulech, do kterych je prenasen
specifickym transportérem zavislym na Mg?*- ATPaze a protonovém gradientu.
Po uvolnéni do synaptické Stérbiny se vaze na postsynaptické i presynapticke
receptory a na neuronalni i glidini transportéry. V glii je glutamat konvertovan
glutaminsyntetazou na glutamin, ktery difunduje zpét pres extracelularni
prostfedi do neuronu (Meldrum et al., 1999a; Burbaeva et al., 2003).
Extracelularni koncentrace glutamatu je bézné velmi nizka (1uM), v synaptické
Stérbiné jeho koncentrace vzrista na hodnoty kolem 1 mM, které jsou dostatecné
pro aktivaci AMPA receptorti (Meldrum et al., 1999a).

Glutamat je zodpovédny za rychly excitatni postsynapticky potencial na vétsiné
synapsi v CNS (Meldrum et al., 1999a) a hraje kli€ovou roli v epileptogenezi,
nadmérna stimulace ionotropnich glutamatovych receptorti vede ke konvulzivnim
projevam (Trist, 2000).

Pfedpoklada se, ze abnormality v transportu glutamatu, v expresi glutamatovych
receptort, funkci nebo uvoliiovani glutamatu ze synapse pfispivaji k epileptickym
fenoménim (Meldrum et al., 1999a). Navic zmény v glutamatergni transmisi jsou
spojeny s fadou dal$ich patologickych procesli v CNS, jako je napf. ischemie
mozku, chronicka neurodegenerace, chronicka bolest, deprese, Iékova zavislost,

Parkinsonova choroba, schizofrenie (Trist, 2000; Rajendra et al., 2004).
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2.2. lonotropni glutamatové receptory

2.2.1. Charakteristika iGlu receptort

lonotropni glutamatové receptory (iGIuR) se déli na tfi hlavni podskupiny dle své
strukturaini heterogenity a dle schopnosti vazat specifické agonisty a antagonisty
(Trist, 2000). Tyto ffi hlavni podskupiny tvori AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isooxazol propionat), kainatové a NMDA (N-methyl-D-aspartat)
receptory. Prvni dvé skupiny se na zakladé podobnych vlastnosti oznaluji také
jako non-NMDA receptory (Dingledine, 1999).

IGIuR obsahuji 3 transmembranové domény (M1, M3 a M4) a intracelularni (,re-
entrant) membranovou smycku (M2), ktera jednoznacné definuje iontovou
selektivitu daného kanalu. Velky extracelularni N-konec domeény zahrnuje
nezbytny komponent, glutamatove vazebné misto (S1), smy¢cka na M3 a M4
transmembranové domény obsahuje druhé glutamatové vazebné misto (S2)
(obr. 1). C-terminus je zapojen do signalni transdukce a moduluje receptorovou
aktivitu (Bigge, 1999).

Obr. 1: Schéma ionotropniho glutamatového receptoru

NH,

GOOH

Bigge, 1999
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2.2.2. AMPA receptory

AMPA receptory zprostfedkovavaji rychly excitatni pfenos v CNS prudkou
depolarizaci postsynaptické membrany. To je zplsobeno otevienim kanall
prostupnych pro monovalentni ionty Na* a K, u né&kterych podtypll i pro
bivalentni ionty Ca** (Pellegrini-Giampietro et al., 1997; Bigge, 1999; Rajendra et
al., 2004). Dostate¢na mira depolarizace aktivuje NMDA receptory uvolnénim
Mg* (Stromgaard et al., 2004). Desenzitizace AMPA nastava rychle za
pfitomnosti glutamatu (Bigge, 1999).

AMPA receptory jsou slozeny z Ctyf nebo péti podjednotek (GluR1-4), které jsou
rizné kombinované, nejastéji vSak z GluR2 a GIuR1 nebo GIuR3, mohou mit i
homomerni slozeni z GIuR1. Receptory, jejichz soucasti nejsou GIluR2
podjednotky, jsou propustné i pro Ca** (Pellegrini-Giampietro et al., 1997).
Béhem ontogeneze se v mozkovych strukturach méni exprese jednotlivych
podjednotek AMPA receptor(i. Zastoupeni kanalli propustnych pro Ca?** klesa
s vekem (Lujan et al., 2005).

AMPA receptory jsou nejvice zastoupeny v mozkové klre, hipokampu a
mozecku (Pellegrini-Giampietro et al., 1997).

V pfipadé AMPA receptori doposud nebyl identifikovan agonista, ktery by
vykazoval vyraznou selektivitu. V souCasné dobé se k agonistim Fadi AMPA
(kyselina a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova), glutamat a (S)-5-
fluorowillardiin  (Wong et al., 1994). Dulezita skupina nekompetitivnich
antagonistu AMPA receptortl je zastoupena 2,3-benzodiazepiny které, na rozdil
od 1,4-benzodiazepinli, nemaji afinitu ke GABA receptorim, nejucinnéjsim
antagonistou je GYKI 53655 (Dingledine et al., 1999). Ph TX-56 (philathotoxin-
56, derivat nativniho polyaminového vosiho toxinu) je selektivnim
nekompetitivnim antagonistou AMPA receptori propustnych pro Ca®>* (Andersen
et al., 2005). Mezi kompetitivni antagonisty se fadi analog AMPA, ATPO ktery je
kompetitivnim inhibitorem. Dal$imi kompetitivnimi antagonisty AMPA receptor(
jsou guinoxalindiony CNQX a DNQX, které se ale vazou i na glycinové misto
NMDA receptoru, NBQX (2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamolybenzoquinoxalin)
(Dingledine et al., 1999) a YM872 ([2,3-dioxo-7-(1H-imodazol-1-yl)-6-nitro-
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1,2,3,4-tetrahydro-1-quinoxalinyl]-acetic acid monohydrate). Vyhodou YM872
oproti jinym antagonistim AMPA je dobra rozpustnost ve vodé (Hara et al.,
2006).

2.2.3. Kainatové receptory

Kainatové receptory zprostiedkovavaji glutamatergni rychly excitatni pfenos, u
,dospélého” receptoru jsou primarné permeabilni pouze pro Na* a K' ionty.
Rovnéz koexistuji s NMDA receptory, a tak zesiluji glutamatergni signal
(Loscher, 1998; Rajendra et al., 2004).

Exprese vSech podjednotek kainatovych receptorli vrcholi v pozdnim
embryonalnim a ranném postnatalnim obdobi (Lujan et al., 2005).

Kainatové receptory jsou tetramerni nebo pentamerni kombinace jednotlivych
podjednotek receptoru, a to GluR5-7 a KA 1-2. KA podjednotky tvofi pouze
heteromerni kanaly (Isaac et al., 2004).

Heteromerni kombinace GIURG6/KA2 maji i slabou AMPA senzitivitu, GIuR5-7
koresponduje s nizkoafinitnim KA mistem, zatimco KA 1-2 koresponduje
s vysokoafinitnim KA mistem (Trist, 2000; Isaac et al., 2004).

Kainat vazici podjednotky jsou velmi rozSifeny v mozkové kiife, hipokampu a
talamu (Lujan et al., 2005). Kainatové receptory jsou lokalizovany presynapticky i
postsynapticky, dokonce se mohou zapojit do G-proteinem zprostfedkované
kaskady (lsaac et al., 2004).

Farmakologie kainatovych receptort neni piné prozkoumana, vi se vak, Ze hraji
roli pri bolesti, ve vzniku epilepsie a pravdépodobné i v dalSich patologickych
stavech (Loscher, 1998; Isaac et al., 2004).

Mezi selektivni agonisty patfi kyselina kainova, glutamat, (S)-5-iodowillardiine,
SYM 2081 (S,R-4-methylglutamat). LY 294486 (a-amino-3-hydroxy-5-butyl-4-
izoxazolprolpionat) je selektivnim GIuR5 kompetitivnim antagonistou. Dalsi z
mala dostupnych ligandi je NS-102 (5-nitro-6,7,8,9-tetrahydrobenzeindol-2,3-
dion-3-oxim), ktery byl prokazan jako kompetitivni antagonista nizkoafinitniho KA
vazebného mista (Ldscher, 1998; Heuttner, 2004). KA receptory obsahujici

GIuR5 podjednotku reguluji synaptickou inhibici v hipokampu, ¢imZ se mohou
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stat potencialnimi cily pro nova antiepileptika (Bigge, 1999).

2.2.4. NMDA receptory

NMDA receptory jsou kddovany tremi rodinami genll které dovoluji vzniknout
Sesti druhim podjednotek oznacovanych NR1 (a-h izoformy), NR2A-D a NR3A.
Kazda znich ma tfi transmembranové domény (Dingledine et al., 1999).
Samotny receptor je pravdépodobné tetramer slozeny ze dvou NR1 a dvou NR2
podjednotek nebo rlznych kombinaci ostatnich typl podjednotek (Colquhoun a
Sivilotti, 2004; Petrovic et al., 2005).

Specifické vazebné misto pro glutamat se nachazi na NR2 podjednotce. NMDA
receptory maji vSak i dalsi vazebna mista, kterd mohou pozitivné nebo negativné
ovlivnit efekt agonisty (Trist, 2000). Napfiklad glycin zde funguje jako koagonista
glutamatu na NR1 podjednotce a uplatiiuje se pfi potenciaci aktivace NMDA
receptorti. Navic je NMDA receptor modulovany fadou iontll a polyaminy (Trist,
2000; Huggins a Grant, 2004).

Na rozdil od non-NMDA receptort, jsou pri klidovych hodnotach membranového
potencialu NMDA receptory blokovany iontem hoi€iku. Blok iontového kanalu je
pferuSen v okamziku depolarizace, Mg®" opusti své misto a umozni prostup
jinych iontl, tzn. Ca #*, Na* a K. NMDA receptory se aktivuji pozdéji nez AMPA
receptory, teprve kdyZz AMPA receptorem navozena depolarizace zplsobi
uvolnéni Mg2+ z vazby v NMDA kanalu (Ture€ek et al., 1997; Ldscher, 1998;
Rajendra et al., 2004).

NR1 podjednotky receptort jsou vSudypritomné v pre- i postnatainim obdobi,
zatimco NR2 a NR3 jsou b&hem vyvoje rizné exprimovany (Lujan, 2005). Ve
vyvijejicim se mozku je vétSina glutamatergni transmise zprostifedkovana NMDA
receptory, bez vyznamnéjSi G€asti funkénich AMPA receptort, které pfibyvaji
s vekem (Ben-Ari et al., 1997; Turecek a Vyklicky, 1997; Petralia, 2005).

NMDA receptory jsou umistény postsynapticky a nejvice jsou zastoupeny v
mozkové kife a hipokampu (Dingledine et al., 1999).

K agonistim NMDA receptord fadime glutamat, NMDA, ibotenat. Mezi selektivni

kompetitivni  antagonisty patfi napf. AP7 (kyselina D,L-2-amino-7-
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fosfonoheptanova). Nekompetitivnimi antagonisty (obsazeni mista v iontovém
kanale pro Mg®") jsou MK 801 (dizocilpin), ketamin, PCP. Dale pak memantin
(3,5-dimethyl-1-adamantanamin), ktery ma pravdépodobné dvé vazebna mista
na NMDA receptoru (Parsons et al., 1999; Johnson a Kotermanski, 2006).
Memantin je klinicky pouzivany vlécbé Alzheimerovy choroby. Dalsim
antagonistou je ifenprodil, jenz selektivné antagonizuje polyaminové misto
receptoru a je tedy specificky pro receptory obsahujici podjednotku NR2B (Wang
a Bausch, 2004). Kompetitivni obsazeni vazebného mista pro glycin je
zprostredkovano ACAE 1021 (5-nitro-6,7-dichloro-1,4-dihydro-2,3-
quinoxalindion).

Antagonisté NMDA navozuji zavazné vediejsi uCinky, nejcastéji je to porucha
paméti, uceni, ataxie a sedace.

Agonisticky a antagonisticky efekt, tak jako u predeslych dvou typl receptoru,
zavisi na kombinaci podjednotek receptoru (Loscher, 1998; Dingledine et al.,
1999; Trist, 2000).

2.3. Metabotropni glutamatové receptory

2.3.1. Charakteristika mGlu receptort

Metabotropni glutamatové receptory patfi mezi GPCR (G-protein coupled
receptors), nemaji vSak ani sekvenéni ani strukturalni homologii se skupinou |
(rodopsin, Bz-adrenergni receptory) a skupinou |l (sekretinové receptory) GPCR.
Spoleénou maji pouze sedmitransmembranovou doménou, ktera je obecné
charakteristicka pro GPCR (Dale et al., 2002). Na zakladé sekvenini homologie
patii mGIUR spoleéné s GABAg receptory, Ca*-sensing receptory,
feromonovymi a chutovymi receptory do skupiny lll GPCR. U skupiny Ill GPCR
po navazani agonisty se prostiednictvim heterotrimernich G-proteinl aktivuiji
ruzné typy intracelularnich druhych poslt a je ovlivnéna vodivosti iontl (De Blasi
a Conn, 2001; Dale et al., 2002; Gasparini, 2002).

Aktivaci heterotrimernino G-proteinu disociuje o podjednotka, ktera pozitivné
nebo negativné reguluje ruzné efektorové systémy, které mohou modulovat

odlisné bunétné funkce na intracelularni Grovni (pf. cAMP). Na neuronalnich
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synapsich se vyskytuje velké mnozstvi druhli GPCR s riznymi izoformami «, B a
v podjednotek G-proteini. Efekt aktivace neuromodulaénich systému je zavislé
na tom, pies ktery G-protein jednotlivé GPCR pulsobi (Stevens, 2004).

Receptory v této skupiné byly rozdéleny do rliznych kategorii zavisejicich na
podtypu G-proteinu s kterymi prednostné receptory interaguji, napriklad ty které
jsou sprazeny s Gg-proteinem stimuluji adenylat cyklazu (AC), Gi-proteiny inhibuji
AC, Gq-proteinem mobilizuji intracelularni kalcium aktivaci fosfolipazy C (Selbie a
Staphen, 1998).

mGIuR lokalizované presynapticky inhibuji uvoliovani glutamatu, ale i dalSich
transmitert véetné GABA, postsynaptické plisobi excitacné. Ztoho vyplyva
rozmanitost role mGIuR v neurodegeneraci, neuroprotekci, epileptiformni aktivité
a dalSich déjich (De Blasi a Conn, 2001; Rajendra et al., 2004).

Na rozdil od prototypnich ¢lend GPCR rodiny, mGIuR jsou sprazeny
s heterotrimernim  G-proteinem  pfes  druhou intracelularni  smyCku
transmembranové domény (HavliCkova et al., 2003). U skupiny | a Il GPCR je
toto spojeni zprostiedkovano pres treti intercelularni smy¢ku (Dale et al., 2002).
Metabotropni receptory se skladaji ze dvou hlavnich domeén, tzn. N- a C-konce a
ze sedmi transmembranovych segment (TM). Jejich funkéni jednotka je tvorfena
homomernim dimerem s velkym N-extracelularnim koncem, na ktery se vaze
glutamat a kompetitiv