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1. UVOD

1.1. Hypoxie lidského plodu a novorozence

Ptiblizné 3 - 9 novorozencu =z tisice narozenych deéti postihne
nékterd z forem perinatalniho ischemicko — hypoxického poskozeni mozku
nebo protrahované anoxie. Takova situace nejcCastéji nastava pfi
komplikacich jako jsou placentarni dysfunkce, protrahovany ¢i predCasny
porod nebo kardiopulmonalni resuscitace (Tuor a spol., 1996). Mozkova
hypoxie se tak podili na vzniku neprogresivnich neurologickych deficitd u
déti (mentalni retardace, zachvatovité stavy, rozvoj spasticity, choreoatetoza
a ataxie). Predpoklada se, Zze mize byt také rizikovym faktorem prostredi u
nekterych neuropsychiatrickych onemocnéni (schizofrenie nebo poruchy
kognice).

Preziti vramci intrauterinni hypoxie ovliviuji faktory jako je
mnozstvi energetickych substrati (pfedev§im glukézy uvolnéné z
glykogenu), dale hladina hemoglobinu a aktivita retikularni formace
mozkového kmene. Protrahovana hypoxie zptisobuje perinatalni poskozeni
mozku, které mulze vykazovat fadu podobnych projevi jako loziskové
ischemické poskozeni mozku dospélého cloveka. Mezi hlavni priciny
perinatalni hypoxie patfi:

1. Pokles pO, v matefském organismu napt. z divodu velké krevni
Ztraty.

2. Porucha pfenosu O, skrze placentarni bariéru z divodu poskozeni
fetoplacentarniho ob&hu pfi poranéni pupeénikové Sniry nebo

nasledkem spasmu pupeénikovych cév.
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3. Porucha prenosu O, u plodu a novorozence z divodu krvaceni,
srde¢ni malformace nebo erytroblastosis fetalis.

4. Poskozeni dychaci soustavy novorozence (napf. plicni hypoplazie,
syndrom dechové tisné novorozenci nebo poskozeni neuront
mozkového kmene).

Perinatalni hypoxie/ischémie patii mezi zevni faktory prostfedi,
které, podobné jako proteinovd malnutrice ¢i virova infekce, narusuji
normalni vyvoj mozku (Trojan a Stastny, 1988) a spolu s genetickou
predispozici predstavuji rizikovy faktor pro vznik psychotického

onemocnéni.

1.2. Je animalni model mozkové ischémie také modelem

schizofrenie?

Vzhledem knejasné etiologii schizofrenie neni mozné vytvofit
model s uplnou konstrukéni a fenomenologickou validitou. Cilem je
vytvoreni tzv. ,heuristického* modelu schizofrenie, ktery nam umoziuje
ovétovat riizné teorie vzniku a mozné priciny této nemoci. Mezi takové patii
i modely neurovyvojové, jejichz podstatou je experimentalni poskozeni
vyvijejiciho se mozku (Bubenikova a spol., 2003). V nasi studii jsme pro
simulaci porodni komplikace vybrali perinatalni hypoxicko-ischemické
poskozeni mozku Cloveka, které Ize technicky dobie modelovat na zvifeti.
Pouzity model je zaloZzeny na pfechodném podvazu obou spolecnych
krkavic. (Jilek a spol., 1957, gt’astny a spol., 1971; Smith a spol., 1984).

Jaka je vSak fenomenologicka validita tohoto modelu schizofrenie?
Abychom mohli tuto otazku zodpovédét, museli jsme nejprve vybrat hlavni

ptiznaky schizofrenie a porovnat je se zménami chovani zvifete (potkana)
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s tzv. modelovou psychézou. Mezi zdkladni charakteristiky chovani
pozorované u osob trpicich schizofrenii patii pozitivni a negativni pfiznaky,
deficit kognitivnich funkei; u potkand s modelovou psychézou je to reakce
na nové prostiedi, akusticka ulekova reakce a prostorové uc¢eni v Morrisoveé
vodnim bludisti (Lipska a Weinberger, 2000).

Srovnavaci studie ukazaly, ze mozek potkana dosahne stupné
zralosti donoSené¢ho novorozence teprve na konci 2. tydne zivota po
narozeni (mezi 10.-14. PND). V dob¢ narozeni je tedy mozek novorozeného
potkana méné diferencovany nez mozek lidského novorozence (Romijn a
spol., 1991; Quinn, 2005). Tato skutecnost byla vnasem modelu

respektovana.

1.3.  Porodni komplikace jako rizikovy faktor schizofrenie

Z obecného hlediska 1ze porodni komplikace rozdélit do 3 skupin:
(1) komplikace postihujici matku v pribéhu téhotenstvi, (2) abnormalni
vyvoj plodu a (3) komplikace souvisejici s vlastnim porodem a obdobim
tésné po porodu. Shrnuti a vycet jednotlivych typt komplikaci provedl
Cannon se spolupracovniky (2002) na zakladé meta-analyzy 8 velkych
souborti osob. Uvedl 31 porodnich komplikaci, jejichz spolecnym rysem
bylo riziko vzniku schizofrenni psychozy v dospélosti. Pfitom O’Callaghan
se spolupracovniky (1992) zjistili, Ze u pacientd s pozitivni anamnézou
porodnich komplikaci se prvni piiznaky schizofrenie nejcasteji objevily
mezi 20.-25. rokem Zivota. Navic v praci Hendersona a Smarta z roku 1981
se uvadi, ze kratkodoba dechova zastava s mirnou asfyxii se vyskytne u 59 —

84 % dé&ti narozenych pted 36. tydnem tehotenstvi. Tyto pfedcasné narozené



déti pak z pohledu pozdé€jsiho mozného vzniku schizofrenie predstavovaly
rizikovou skupinu.

Nékteré klinické komplikace objevujici se v prubéhu téhotenstvi
lze v experimentu simulovat v animalnim modelu a nasledné je
charakterizovat jako rizikové faktory na podkladé morfologickych,
neurochemickych a behavioralnich zmén. Mezi porodni komplikace patfi
gestacni diabetes, inkompatibilita Rh faktoru, krvaceni a preeklampsie.
Abnormalni vyvoj plodu je podminén poruchou nitrodélozniho vyvoje,
infekci novorozence ¢i matky, nebo stresem matky v dobé gravidity. K
vlastnim porodnim komplikacim patii porod cisafskym fezem a hypoxie
plodu ¢i novorozence (Boksa, 2004).

Ze spektra uvedenych komplikaci byla statisticky vyznamna pouze
preeklampsie, ktera byva spojovana s ischemizaci plodu. Jako duasledek
hypoxie nebo ischémie plodu bylo zjisténo zmenseni objemu Sedé hmoty
mozku, zvétSeni mozkovych komor, které vrizné mife nalézame i u
schizofrenikli a zvySeni produkce mozkomisniho moku u schizofrenikd i
jejich sourozenct (Rapoport a spol., 2005).

Vyznam porodnich komplikaci, v€etné mozkové hypoxie/ischémie
je v8ak ve svych soucasnych zavérech nejednoznaény. Proto jsme vyuzili
moznosti, které ndm dava animalni model zalozeny na vyvojovych
disledcich ¢asné (neonatalni) ischémie mozku pro chovani dospivajiciho a
dospélého jedince. Pripadné zmény by bylo mozné oznacit za podobné
psychotickému chovani ¢lovéka, které ptes nepochybna omezeni, jichZ jsme

si védomi, mohou byt extrapolovana i na ¢ast osob trpicich schizofrenii.



2. CILE PRACE

Se zamérem prispét k odpovédi na otazku, zda hypoxicko-
ischemicka epizoda u lidského novorozence ma etiopatogeneticky vyznam
jako rizikovy faktor pro vznik schizofrenie, jsme si vyty¢ili cile formulaci
nasledujicich otazek:

1. Zpusobi 1-h trvajici podvaz obou spolecnych karotid potkana 12.
PND zmény v napéti krevnich plyn v jeho krvi?
2. Ovlivni kratkodoba mozkova ischémie aktivitu GGT?
3. Je mozné prokazat zmény v koncentraci cAMP a IP; jako mozné
biochemické ukazatele psychotického onemocnéni i v obdobi Casné
dospélosti (38 dni po ischémii)?
4. Zputsobi Casné ischemické poSkozeni mozku potkana zmény ve
vyvoji jeho chovani charakterizované:

a) projevy socialniho a hravého chovani mlad’at,

b) v reakci na nové prostiedi (test ,,volného pole®),

¢) v akustické tlekové reakci a v jeji prepulzni inhibici?
5. Extrapolovat nami vypracovany animalni model na situaci
vybraného typu porodni komplikace u lidského plodu (a novorozence)
jako rizikového faktoru pro pozdéjsi vznik schizofrenie.
6. Porovnat animalni model kratkodobé mozkové ischémie s modely,
které byly zaloZeny na neonatalnim poskozeni mozku potkana 12. PND
agonisty glutamatového receptoru (kyselina chinolinova (QUIN) a N-

acetyl-L-aspartyl-glutamat (NAAG).
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3.  MATERIAL A METODY

3.1.  Laboratorni zviirata

V experimentalni studii jsme pouzili laboratorni potkany kmene
Wistar/Hann z chovného zafizeni Bio-Test, Konarovice. S laktujici matkou
bylo pravidelné dodano 10 mlad’at (8 samicek a 2 sameckové) ve veéku 9.
postnatalni den (PND). Mlad’ata byla chovana v fizeném svételném rezimu
12 hod svétlo/12 hod tma. V chovné mistnosti byla stala vlhkost vzduchu
(50 £ 20 %) a teplota (22 + 2°C). VSechna mlad’ata byla 28. PND odstavena
od matky. Zvifata méla volny pfistup k pitné vod¢ a k peletované potravé
(dieta ST-1).

Vsechna pozorovani byla schvalena odbornou komisi pro praci
s laboratornimi zvitaty pti 3. LF UK a provedena v souladu se zakonem
246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani a ve smyslu znéni vyhlasky

311/197 a 207/2004 Sb s nafizenimi EU.

3.2.  Dvouvaskularni model mozkové ischémie

Sameckové byli 12. PND anestezovani (halotan) za pouziti
inhalaéniho pfistroje Fluovac (USA). Mlad’ata nejdfive inhalovala smés 2,5-
3 % halotanu s 95 % kysliku a 5 % oxidu uhli¢itého. V anestézii jsme
pokracovali stejnou smési s 1-1,5 % koncentraci halotanu. Rektalni teplota
byla udrZzovana na 36,5 + 0,5°C pomoci vyhfivaci podlozky. Mlad’ata byla
upevnéna k operacnimu stolku hibetem dolt. Po dezinfekci opera¢niho pole
jsme na ptedni strané¢ krku provedli vertikalni fez ve stfedni care. Pod
operaénim mikroskopem jsme medidln¢ od obou kyvact pronikli ke

spoleénym krkavicim a izolovali je od okolnich struktur. Oboustranného
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tepenného uzavéru bylo dosazeno podvlecenim a dotazenim vlaken orsilonu
4/0. Ranu jsme uzavieli jednim adaptacnim stehem. Doba podvazu
(ischémie) trvala 60 minut. Po dobu tepenného uzavéru jsme zvife vratili
zpét do matefského hnizda. Potom jsme jednotliva potkani mlad’ata znovu

anestezovali a ob¢ piilozené ligatury opera¢né odstranili.

3.3. Odbér vzorkii krve; stanoveni hodnot napéti krevnich
plynu

Stupen mozkové ischémie jsme posuzovali stanovenim pH a napéti
plynti v krevnich vzorcich odebranych od nahodné vybranych kontrolnich a
ischemickych mlad’at. Pro moznost srovnani jsme vybrali 5 mladat ze
skupiny naivnich (intaktnich) zvifat, jichz vzorky krve jsme odebrali
kardialni punkci.

U ischemické a kontrolni skupiny mlad’at jsme v lehké halotanové
anestézii po 1-h ischémii pferusili za mistem podvazu levou spolecnou
krkavici. Do pfedem pfipravené heparinizované sklenéné kapilary o objemu
100 pl jsme odebrali vzorek arteridlni krve na vySetfeni krevnich plynt.
Konce naplnéné kapilary jsme uzavieli voskem a ulozili do ledové triste.
Stanoveni pH, napéti krevnich plynd (O,, CO,) a koncentrace HCO;™ jsme
provadéli na pristroji pH/Blood Gas Analyzer (firma Instrumentation

Laboratory, typ 1620, Francie).

34. Stanoveni aktivity GGT v mozkové tkani a v krevni
plazmé
V Gvodni éterové anestézii jsme kardialni punkci odebrali vzorek

krve a to za pomoci jehly zavedené do levé srde¢ni komory. Odebrané
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vzorky krve jsme centrifugovali 30 minut pti 3000 x g. V takto ziskanych
vzorcich krevni plazmy jsme stanovovali aktivitu solubilni formy y-
glutamyltranspeptidazy (GGT) za pouziti komeréni soupravy (GGT Kkit,
Lachema, CR).

Nasledné jsme rychle vybavili cely mozek a na ledem chlazené
kovové desticce jsme z obou hemisfér odebrali vzorky parieto-frontalni
mozkové kury a soucasné jsme vytali i oba hipokampy. Vzorky mozkové
tkané byly homogenizovany v izotonickém roztoku NaCl a centrifugovany
pfi 1000 x g. Ziskané ,proplachnuté“ homogenaty tkan¢ byly
resuspendovany v 1,5-2,0 ml ledové redestilované vody a nasledné pouzity
ke stanoveni membranové vazané aktivity GGT a celkového proteinu
(Stastny a spol., 1985; Stastny a spol., 1997).

Stanoveni aktivity obou forem GGT jako ukazatele ischemického
poskozeni mozku jsme provedli i u dospélych potkand za pouziti
dvouvaskularniho modelu mozkové ischémie. Rozdil mezi dospélymi a
12dennimi potkany spocival vrizné dob€ trvani ischémie. Zatimco
novorozena mlad’ata byla vystavena jednohodinové ischémii, u dospélych
potkani trval uzavér 24 a 48 hodin.

Model dospélého zvifete nam poslouzil k ovéfeni doby pieziti a
k zavedeni postupu stanoveni aktivity GGT. Vzhledem k vysoké mortalité
dospélych potkani jsme u 12dennich mlad’at pivodni dobu uzavéru
spole¢nych krkavic zkratili na 1 hodinu. U neonatalné ischemizovanych
mlad’at jsme sledovali mozZnost pietrvavani zmén v aktivité tohoto enzymu
v ¢asné dospélosti. Proto byly odbéry vzorkd plazmy i mozkové tkané

provedeny az za 38 dni po ischémii, tj. 50. PND.
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3.5.  Stanoveni hladin cAMP v krevni plazmé a IP; v krevnich
destickach.

Vzorky krve (2,5 ml) pro stanoveni hladin cAMP a IP; byly
odebrany do zkumavek z levé srde¢ni komory potkant 50. PND. Krev byla
2krat centrifugovana pii 150 x g po dobu 15 min pii 4°C. Oba objemy
krevni plazmy obsahujici krevni desticky byly spojeny a 0,5 ml plazmy bylo
dale centrifugovano pti 2000 x g po dobu 10 min pti 4°C. Ve zbytku plazmy
jsme stanovili po¢et trombocytll v Biirkrové komirce nebo pomoci systému
pro analyzu obrazu (Lucie, verze 4.6). Plazma ziskana po centrifugaci byla
odséta, zmrazena a uloZena pii —20°C az do doby stanoveni cAMP pomoci
RIA Kit (Immunotech, Francie), béhem nésledujicich dvou tydnu.
Trombocyty byly resuspendovany v roztoku obsahujicim (v mM): HEPES
40, NaCl 113, KCI 5,6, MgCl, 1,0 a Na,HPO,4 0,2 (pH 7,2) a extrahovany do
0,2 ml vychlazené 20% kyseliny chloristé a ponechany na ledu 30 min.
Protein byl sedimentovan centrifugaci pii 2000 x g po dobu 15 min pfi 4 °C.
Ziskany supernatant byl titrovan 1,5 M KOH obsahujicim 60 mM HEPES
s cilem upravit pH na hodnotu 7,4 (indikator pH: bromtymolova modr).
Precipitovany KClO, byl odstranén centrifugaci a vzorky byly skladovany
pfi —20°C do doby stanoveni IP; pomoci [‘H]D-myo-inositol 1,4,5-
trisfosfatového systému (Amersham, UK). Vlastni stanoveni hladin

[*H]cAMP a [*H]IP; provedla Ing. Veronika Platilova.

3.6.  Sledovani hravého chovani (,,social play behavior<)
Pro test hravého chovani byli vybrani potkani samci 22. PND, kdy

jsme je vlozili do prihledného boxu ve zvukotésné mistnosti. V den
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pozorovani byla zvifata oddélena od matky a sourozenct a 3,5 hodiny pted
zaCatkem pozorovani byla mlad’ata jednotlivé umisténa do samostatného
boxu. Pro vlastni pozorovani jsme pouzili metodu podle Vanderschurena a
spol., (1995).

Videozaznam chovani zvifat byl nataen za pomoci videokamery.
Pro dal$i vyhodnocovani zaznamu byl pouzit program ,,AKTIVITY* (Donat
P., 1991), ktery umoznil pozorovateli zaznamenat jednotlivé vzorce chovani
z videozaznamu. Program byl vybaven generatorem ¢asovych impulsd
s frekvenci 0,1 sekundy, coz umoznilo presné urcit Cetnost, dobu trvani i

dobu prvniho vyskytu daného vzorce chovani.

3.7.  Reakce na nové prostiedi (,,open field test*)

Pouzitda metoda umoziuje studium orientaéni a adaptacni reakce
potkana na nové prostiedi. Princip testu spoc¢iva ve vlozeni zvifete do arény
o velikosti (délka: 65 cm, Sitka: 46 cm, vyska: 35 cm ) a sledovani vzorci
jeho chovani (Tejkalova a Stastny, 2005).

Testy byly provadény 35. a 50. PND mezi 7.30 a 13.00 hod.
Chovani potkana bylo monitorovano na televizni obrazovce. Kazdé 5-ti
minutové sezeni bylo zaznamenano na videorekordér (Panasonic VHS
recorder) podobné jako pfi sledovani ,hravého* chovani. Pocitacovym
programem ,AKTIVITY®“ jsme vyhodnocovali pfedem definované

behavioralni vzorce (Benesova a spol, 2001).

3.8.  Méieni akustické ulekové reakce a jeji prepulzni inhibice
Akustickou ulekovou reakci (ASR) a jeji prepulzni inhibici (PPI)

jsme méfili pomoci zatizeni SR-LAB (San Diego Instruments, USA), jehoz
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soucasti je zvukotésna komora, piezoelektricky akcelerometr, uzaviratelné
valcovité pouzdro pro umisténi zvitete a zvukovy reproduktor.

Zvitata absolvovala testy 50. PND. Pfi habitua¢nim nacviku byli
potkani vystaveni ,,aklimatizacnimu® Sumu o intenzit¢ 70 dB a nésledné 12
zvukovym podnétiim o intenzité¢ 120 dB (PA).

Casovy sled a druhy pfedpodnétl (prepulst, PP) v ramci vlastniho
pozorovani byly usporadany podle doporuceného postupu (Ellenbroek a
spol., 2002). Vlastni intenzita predpodnétii ¢inila 73, 75 nebo 80 dB (tj. byla
3, 5 a 10 dB nad urovni Sumu), pficemz kazdy z nich byl opakovan béhem
testu celkem 10krat. Variabilni intervaly mezi sekvencemi byly v rozmezi
10-20 s. Pri deseti kontrolnich méfenich (no stimulus) byl generovan pouze

,,bily*“ Sum, coz umoznilo sledovat, zda zvife reaguje jen na stimulac¢ni

podnéty (Ellenbroek a spol., 2002; Tejkalova a Stastny, 2005).

3.9.  Statisticka analyza dat

Data ziskana pfi testech chovani byla statisticky hodnocena pomoci
analyzy variance pro 1 parametr (ANOVA), v ptipadé abnormalni distribuce
byla provedena korekce pomoci neparametrického Mann-Whitney-ova
testu. Vysledky jsme uvadéli jako primérné hodnoty s Cetnosti ,,n“ prvka
vsouboru + S.E.M. VsSechna statistickd hodnoceni zvifat provedl Dr.
Klaschka za pouZiti statistickych programtt BMDP.

Pii statistickém vyhodnoceni vysledku krevnich plynti jsme pouzili
Studentliv neparovy t-test a pro vyhodnoceni abnormalni distribuce D-
Agostino test.

U ostatnich biochemickych parametri (aktivita GGT, koncentrace

cAMP a IP;) byly nameéfené hodnoty statisticky zpracovany pomoci
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ANOVA a Studentova neparového t-testu. Za statisticky vyznamné rozdily
jsme ve vsech piipadech povazovali hodnoty, kdy p < 0,05.

4.  VYSLEDKY

4.1.  Vliv 1-hodinové mozkové ischémie na napéti krevnich
plynti u 12denniho potkana

Jednu hodinu trvajici ischémie mozku potkanich sameckt 12. PND
zpusobila vyznamné snizeni hodnoty pH krve v porovnani s kontrolnimi
zvifaty. Soucasné ischemizovanym mlad’atim statisticky vyznamné
pokleslo procentualné vyjadiené syceni krve O, (spO,), piestoze pokles pO,
nedosahl statistické vyznamnosti. Kratkodoby podvaz obou karotid zptsobil
vzestup napéti CO, (pCO,), avSak bez statisticky vyznamné zmény
plazmatické koncentrace hydrogenuhli¢itanového aniontu (HCO;). Pritom
srovnani jednotlivych hodnot u skupiny kontrolnich a naivnich mladat
neodhalilo statisticky vyznamné rozdily, piestoze vzorky krve byly
odebrany bud’ za. carotis communis (kontrolni skupina) nebo piimo
z pravého srdce (intaktni skupina), coz ukazuje tabulka ¢.1. Vzhledem
k tomu, Ze u Zadného ze sledovanych parametrii jsme nezaznamenali
statisticky vyznamny rozdil, 1ze pfedpokladat, Ze ani inhala¢ni anestézie, ani
vlastni chirurgicky zékrok vyznamné neovlivnily hodnoty astrupa u zadné

ze studovanych skupin potkanich sameckii.
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Tabulka 1. Napéti krevnich plynii v krvi naivnich, kontrolnich a
ischemickych potkanich mladat po jednohodinovém podvazu obou

spolecnych krkavic 12. PND.

Skupina n pH pO; pCO, | HCOs spO,
[kPa] [kPa] | [mmol/1] [%]

Naivni! 5| 7,27+0,01 | 22,445,2 | 6,8+0,1 | 23,8+0,4| 99,1+0,3

Kontrolni |10 7,28+0,01 | 30,4443 | 6,1£0,5 | 22,4+1,6 | 99.4+0,2

Ischemické | 10 | 7,2240,01" | 21,5+4,2 | 7,6£0,3" | 23,4+1,0| 96,4+0,8"

Vsechna data jsou vyjadiena jako pramér ziskanych hodnot + S.E.M.;
statisticky vyznamny rozdil od kontrolni skupiny, p < 0,05. n - pocet
zvifat,! - odbéry provedeny kardialni punkci

4.2.  Ischemii navozené zmény aktivity GGT v mozkové tkani
a v krevni plazmé potkana

Nasi pozornost jsme zaméfili na aktivitu membranove vazané GGT
ve frontoparietalni oblasti mozkové klry a v hipokampech mladych (12.
PND) a dospélych (50. PND) potkanti. Soucasné jsme stanovili aktivitu
solubilni formy tohoto enzymu v krevni plazmé.

Mozkovou ischémii jsme jak u mlad’at tak u dospélych potkant
navodili pouzitim vyse popsaného ,,dvouvaskularniho modelu®, pficemz obé
skupiny se liSily délkou uzaveéru obou spole¢nych krkavic (blize viz. ¢ast
II). U dospélych zvifat jsme odbér vzorkti mozkové tkané provedli 24
hodin po podvazu obou krkavic. U mlad’at, ktera byla vystavena obdobnému
zakroku po dobu jedné hodiny jsme vzorky mozkové tkané a krve odebirali

38 dni po deligaci krkavic, tj. 50. PND, kdy mladi samci dosahli pohlavni
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dospélosti. Odbér vzorkd krevni plazmy u mladat jsme provadéli také
kardialni punkci, a to 24 nebo 48 hodin po podvazu krkavic. Aktivita obou
forem GGT v mozkové tkani, respektive v krevni plazmé, je pro jednotlivé
vékové a experimentalni skupiny uvedena v tabulce ¢. 2 a 3.

Uzavér obou karotickych tepen u dospélych potkant trvajici 24
hodin vedl k ischemickému poskozeni, které provazel vzestup aktivity GGT
v mozkové tkani (v mozkové kufe i v hipokampu). Ve srovnani s kontrolni
skupinou byl tento vzestup statisticky vyznamny v obou sledovanych
oblastech. ZvySenou aktivitu GGT jsme zjistili také ve vzorcich krevni
plazmy, ale tento vzestup nedosahl statistické vyznamnosti.

Vysledky ziskané 50. PND naopak ukazuji, Ze jednohodinova
mozkova ischémie 12dennich mlad’at nezanecha v obdobi ¢asné dospélosti

zadné zmény aktivity GGT v mozku ani v krevni plazmé.

Tabulka 2. Aktivita membranove vazané formy GGT v mozku potkana [nmol
PNA /mg protein/min | po podvazu obou spolecnych krkavic u potkanii 12.
nebo 50. PND

Oblast mozku 12. PND 50. PND
Kontrola - PCX 8,27+ 1,06 8,47+ 0,48
Kontrola - HIPP 6,45+ 0,37 7,99 +£0,21
[schémie - PCX 7,31 £0,48 10,58 +0,65*
Ischémie - HIPP 6,37+0,61 10,50 +0,70*

Vysledky jsou vyjadieny jako primér souboru hodnot +£ S.E.M.;
* statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skuping; p < 0,05;
PCX - frontoparietalni mozkova kira, HIPP — hipokampus,
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Tabulka 3. Aktivita solubilni formy GGT v plazme 50dennich potkanich
samcu [U / litr plazmy | po podvazu obou spolecnych krkavic.

Skupina n Doba po operaci Aktivita GGT
Intaktni 12.PND 4 0-h 0,41 £ 0,06
Kontrolni 12.PND 8 24-h 0,27 + 0,08
Kontrolni 12.PND 5 48-h 0,36 = 0,03
Ischemicka 12.PND 7 24-h 0,39 £ 0,06
Ischemicka 12.PND 7 48-h 0,62 £ 0,10*
Ischemicka 12.PND 7 38-dni 0,35+ 0,03**

Vysledky jsou vyjadieny jako primér ziskanych hodnot aktivity

GGTE S.EM.; n - poet zvitat, * statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrolni skuping, ** statisticky vyznamny rozdil skupiny 38-dni od
ischemizovanych 48 hodin, p < 0,05

4.3. Hladiny cAMP a IP; vkrvi 50dennich potkanu po
kriatkodobé neonatilni ischémii mozku

Pozdni disledky jednohodinové mozkové ischémie 12. PND jsme
hodnotili prostfednictvim koncentrace cAMP v krevni plazmé a hladin 1P
v trombocytech. Pii srovnani. experimentalnich zvifat s kontrolnimi nebo
naivnimi potkany (tabulka ¢. 4 a 5) jsme neprokazali statisticky vyznamny
rozdil v koncentracich obou ,,druhych posli“. Z vysledki je zfejmé, ze
kratkodoba ischémie v ¢asném neonatalnim obdobi vyvoje mozku potkana
nezpusobuje dlouhodobé zmény v plazmatickych koncentracich cAMP
nebo obsahu IP; v krevnich destickach v Casné dospélosti, prestoze v krvi
pacientt trpicich schizofrenii byly zmény v obsahu IP; v trombocytech

prokazany.

-20 -



Tabulka 4. Koncentrace cAMP v plazmé 50denniho potkana

Skupina n Koncentrace cAMP
Naivni 18 227+ 11
Kontrolni 10 235+ 15
Ischemicka 15 239 +£22

Koncentrace cAMP je vyjadiena v nanomolech/litr. Uvedené hodnoty jsou
vyjadieny jako prumér + S.E.M.; statisticka analyza - neparovy t-test; n -
pocet zvitat.

Tabulka 5. Koncentrace IP; v trombocytech 50denniho potkana

Skupina n Koncentrace 1P;
Naivni 17 97+9
Kontrolni 10 100+ 7
Ischemicka 15 97+ 12

Koncentrace IP; je vyjadiena v % hodnoty naméfené ve skupiné kontrolnich
zvitat. Data jsou vyjadiena jako pramér + S.E.M.; statisticka analyza -
neparovy t-test, n - pocet zvifat.
4.4. Zmény chovani zpiisobené neonatalni ischémii

Pro ovéteni fenomenologické wvalidity pouzitého animalniho
modelu mozkové hypoxie ve vztahu k chovani podobnému schizofrenii
jsme hodnotili zmény v socialnich (dyadickych) interakcich, v lokomo¢ni
aktivité a v prepulzni inhibici potkand po kratkodobé (neonatalni) ischémii
mozku.
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4.4.1. Zmény socialniho chovani jako dusledek neonatalni ischémie

Zjistili jsme, ze frekvence i trvani interakci hrajicich si dvojic
potkand byly u kontrolnich a neonatalné ischemizovanych mlad’at na velmi
nizké Grovni. V zadném ze sledovanych vzorct chovani jsme nezaznamenali
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi pary, coz bylo podminéno i
tim, Ze mlad’ata vSech skupin vykazovala jen malou interaktivni aktivitu

(11-36 % z celkového poctu zvitat).

4.4.2. VIiv neonatdlni ischémie na reakci potkana v novém
prostfedi 35. PND

U potkani vobdobi dospivani 35. PND (puberta) jsme
prostfednictvim testu otevieného pole hodnotili pohybovou aktivitu ve
vsech 3 skupinach (tabulka ¢. 6 a 7). Frekvence horizontalniho pohybu
(crossing) se mezi naivnimi a kontrolnimi zvifaty vyrazné nelisila.
Frekvence vztyCGovani (rearing) byla u zvifat kontrolni skupiny pfi srovnani
s naivnimi zvifaty stejnd, zatimco ve frekvenci vétieni kontrolni skupina
dosahla statisticky vyznamného zvySeni oproti naivnim potkantim. Zvifata
kontrolni skupiny del§i dobu setrvavala v klidu, vice vétiila a kratsi dobu
¢enichala.

Na rozdil od kontrolni skupiny zvifata vystavend po narozeni
kratkodobé mozkové ischémii vykazovala vyrazné vyssi lokomo¢ni aktivitu.
Doklada to statisticky vyznamné zvyseni frekvence horizontalniho pohybu
doprovazené vyznamnym zkracenim klidové faze (immobility) a jejim
pozdéjsim nastupem pii srovnani zvifat ischemické skupiny s kontrolami.
Ve frekvenci vztyCovani ani v aktivité Cisténi (grooming) jsme statisticky

vyznamny rozdil mezi obéma hodnocenymi skupinami nezjistili. U zvifat po
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podvazu karotid jsme pozorovali vyssi frekvenci aktivit typu vétieni a
Cenichani podlazky, které ve srovnani s kontrolnimi zvifaty dosahlo
statistického vyznamu. Zatimco se statisticky vyznamné liSila doba trvani
vétfeni ve skupin€ ischemickych mladat vici kontrolnim, nepozorovali
jsme zadné rozdily v dob€ trvani Cenichani podlazky u stejnych skupin

(tabulka €. 7).

Tabulka 6. Viiv jednohodinove (neonatalni) ischémie (12. PND) na chovani
potkana (35. PND) z hlediska frekvence jednotlivych aktivit a latence klido-
vé faze.

Skupina Naivni Kontrolni Ischemicka
n 4 10 16
Horizontalni pohyb 52,0+13,8 54,0+ 6,5 74,7 +6,3"
frekvence

VztyCovani 158+4,6 13,8 +2,1 20,0 £2,1
frekvence

Nehybnost 204,0 £50,6 | 200,0+29,2 | 275,1 +14,6
latence [s]

Vétieni 8,5+3,6" 21,2 +2.2" 17,1 £2,1
frekvence

Cenichani 60,8 £12.4 58,8+5.4 772 +4,1
frekvence

Frekvence je vyjadiena jako primér poctu aktivit béhem 5 minut + S.E.M.,

p < 0,05, ANOVA; * statisticky vyznamny rozdil od kontrolni skupiny, n —

pocet zvifat. Vysledky latence nehybnosti jsou uvedeny v sekundach.
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Tabulka 7. Viiv kratkodobé neonatalni ischémie (12. PND) na chovani
potkana (35. PND) z hlediska trvani nehybnosti a exploracnich aktivit.

Nehybnost Vétieni Cenichani
Skupina n | Doba trvani Doba trvani Doba trvani
[s] [s] [s]
Naivni 4 14,0+ 6.8 22,0+ 14.5 177,9 £ 32,1
Kontrolni 10| 27,8+104 67,4 +10,8* 136,3 £ 8,1
Ischemicka 16 3,1 +1,7*% 37,8£5,7* 162,3+9,9

Doba trvani vétieni, ¢enichani a klidové aktivity je vyjadiena v sekundach.
Vysledné hodnoty jsou vyjadfeny jako prumér trvani aktivity béhem
Sminutového sledovani £ S.E.M; ke statistické analyze pouzita ANOVA, p
<0,05. "statisticky vyznamny rozdil vii¢i kontrolni skuping, n - podet zvifat

4.43. VIiv_neonatalni ischémie na reakci potkana v _novém
prostiedi 50. PND
Pomoci testu otevieného pole jsme hodnotili pohybovou aktivitu a

chovani ve skupiné naivnich, kontrolnich a ischemickych potkanti v obdobi
Casné dospélosti (50. PND). Spontanni motoricka aktivita v reakci na nové
prostiedi, charakterizovana frekvenci lokomo¢nich pohybi a vztyCovanim,
byla u ischemickych zvifat pouze nevyznamné zvySena ve srovnani
s kontrolnimi potkany. Na rozdil od zvifat ve véku 35. PND se pohybové a
exploracni aktivity potkant s neonatdlnim ischemickym poskozenim
vyznamné neliSily od kontrolnich zvifat a to v zadném ze sledovanych

parametri. Také jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil mezi
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jednotlivymi skupinami v pfipadé trvani nehybnosti nebo frekvence vétfeni

¢i ¢enichani.

4.5.  Prepulzni inhibice akustické ulekové reakce a jeji
ovlivnéni neonatalni ischémii

Existuje cela tfada studii, které se zabyvaji deficitem prepulzni
inhibice tlekové reakce u osob trpicich schizofrenii, ale v dostupné
literatuie jsme nenalezli pouziti modelu perinatalni ischémie jako faktoru
ovlivitujiciho tfidéni informaci (,,senzorimotoricky gating™) u jedince
v Casné dospélosti.

Nasledujici graf (obrazek ¢.1) ukazuje, Ze deficit prepulzni inhibice
akustického uleku lze pozorovat u dospélych zvifat po kratkodobé
neonatalni ischémii. Statisticky vyznamny deficit jsme zjistili po
vyhodnoceni rozdil mezi kontrolni a pokusnou skupinou v pfipadé
predpodnétu o intenzit¢ 5 dB (PP5) a u celkové hodnoty PPy, ktera
predstavuje pramér ze vSech ziskanych hodnot namétenych pti PP3, PP5 a
PP10. Rozdily naméfené s predpodnéty o intenzité 3 dB (PP3) a 10 dB
(PP10) nad prahem ,,bilého* Sumu (intenzita 70 dB) dosahly pouze hrani¢ni

statistické vyznamnosti.
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Obrazek 1: Viiv predpodnétu na velikost prepulzni inhibice akustické
ulekové reakce po ischémii probehlé 12. PND.

Intenzita akustického podnétu 120 dB a zvolenych ptredpodnéti (PP) 3, 5 a
10 dB nad vurovni ,bilého“ Sumu. PPx je praméma hodnota z
PP3+PP5+PP10. PPI je velikost prepulsu. Kontrolni zvifata — cerné sloupce
(n =7), neonatalné ischemizovana zvifata - §edé sloupce (n = 11). Vysledky
jsou vyjadieny jako prumér + SEM, * statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrolni skuping; p < 0,05.

5. DISKUSE

Cilem disertaéni prace bylo zjistit do jaké miry nami ovéfovany
model mozkové ischémie (a) vykazuje konstrukéni a fenomenologickou
validitu s psychotickym chovanim ¢lovéka, pro které mize byt rizikovym
faktorem zevniho prostfedi porodni nebo poporodni hypoxické poskozeni
mozku a (b) zda charakteristiky tohoto modelu maji predikéni validitu

vedouci k lepSimu pochopeni etiopatogeneze schizofrenie.
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5.1.  Napéti krevnich plynii v modelu mozkové ischémie

Stupen stagnacni hypoxické zatéze jsme charakterizovali
stanovenim pH krve, napétim krevnich plynd a kyslikovou saturaci ve
vzorcich arterializované krve, které byly odebrany bezprostfedné po
ischemické prihodé. Eklof a Siesjo, (1972) pouzili obdobny model u
dospélého zvifete a zjistili, Ze samotny uzavér trvajici 5 nebo 30 minut
neovlivnil napéti krevnich plynt v arterialni krvi, av§ak v Zilni krvi ziskané
z horniho Sipového splavu zaznamenali vzestup pCO, a pokles pO,. Ve
srovnani s kontrolami byly tyto zmény statisticky vyznamné teprve pfi
kombinaci tepenného uzavéru s uméle navozenou hypotenzi na 100 anebo
70 mm Hg. Niz8i hodnota pO, souvisela s poklesem pritoku krve mozkem
na 50 % normalni hodnoty. Jestlize vSak byla udrzovana stala hodnota
stiedniho arterialniho tlaku (kolem 100 mm Hg), zmény v napéti O, a CO,
nebyly provazeny vyznamnymi zménami v energetickém metabolismu
mozku. Vyrazné snizeni normalniho pritoku krve mozkem (pod 50 %
kontrolni hodnoty) potvrdil ve dvouvaskularnim modelu u potkani kmene
Wistar Smith a spol. (1984). Tento model patnactiminutové mozkové

ischémie byl vSak zatizen velmi velkou mortalitou.

5.2. Ischemické poskozeni mozku ve zménach aktivity GGT
Membranoveé vazana GGT patii mezi indikatory poskozeni mozku
spojenych se zménou v prostupnosti mozkové kapilarni bariéry (Lisy a
spol., 1979; Stastny a spol., 1997). Jeji aktivita vlivem akutniho hypoxicko-
ischemického poskozeni mozku vyznamné stoupa v nékterych oblastech

mozkové kiry a hipokampu, avSak tato zména u mlad’at nema trvaly
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charakter, nebot’ potkani vystaveni po narozeni opakované vyskové hypoxii
méli v dospélosti aktivitu této formy GGT snizenou (Stastny a spol., 1985).
Zmény aktivity GGT mtzeme pozorovat i jako dasledek zanétlivych zmén,
které hypoxicko-ischemické poskozeni provéazeji (Stastny a spol., 1997).
V této souvislosti jsme zjistili, ze v zavislosti na aplikacni cesté (i.v. nebo
i.c.v.) infuze IL-1B zpasobuje v hipokampech dospélého potkana bifazické
zmény v aktivitt GGT charakterizované poklesem aktivity enzymu

v prvnich hodinach a jejim vzestupem za 24 hodin (Kaiser a spol., 2006).

5.3.  Fosfoinositidovy signalni systém a systém cAMP jako
mozZni ukazatelé neonatalniho poSkozeni mozku u schizofrenie

IP; a cAMP patii mezi ,,druhé posly, jejichz hladiny se méni u
nemocnych se schizofrenii. V krevnich destickach téchto nemocnych
nalezneme sniZzené mnozstvi cCAMP (Garver a spol., 1982) a také zménéné
koncentrace vybranych fosfoinositida (Kaiya H., 1992; Essali a spol., 1990).

Ripova se spolupracovniky (1997) zjistila, Ze koncentrace IP; je
statisticky vyznamné vys$i u nemocnych se schizofrenii ve srovnani se
zdravymi jedinci. ZvySené hladiny tohoto ,,druhého posla“ pretrvavaly i u
nemocnych dlouhodobé¢ Ié¢enych neuroleptiky. Vzhledem k tomu, Ze zmény
v hladinach cAMP a fosfoinositidii jsou povazovany za mozny biologicky
,marker schizofrenie, pouzili jsme koncentraci cAMP a hladiny IP; jako
jednu z charakteristik validity naseho modelu psychdzy, ale neprokazali
jsme zadné vyznamné zmény V jejich koncentracich u dospélych potkana

vystavenych neonatalni ischémii mozku.
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5.4.  Charakteristiky chovani potkana v neurovyvojovém
modelu schizofrenie

Projevy pohybové hyperaktivity, ale i hypoaktivity navozené
hypoxicko-ischemickym poskozenim mozku potkana publikovala fada
autord (Dell’Anna a spol., 1991; Rogalska a spol., 2004; Decker a spol.
2003). Zjisténé rozdily mezi jednotlivymi studiemi byly pravdépodobné
dany rozdilnou volbou animalniho modelu a vybérem zviteciho druhu nebo
kmene. Rogalska a spol., (2004) oznacili chovani vyvijejiciho se potkana po
neonatalni hypoxii, vyvolané pobytem v prostiedi s vyssi koncentraci
dusiku, jako bifazicky proces. Tito autofi pozorovali hyperaktivitu potkana
v reakci na nové prostiedi (test otevieného pole) v obdobi mezi 5. a 30.
PND. Druhou fazi provazel pokles lokomocni aktivity po 45. PND. Decker
a spol., (2003) pozorovali posthypoxickou lokomo¢ni hyperaktivitu u
35dennich potkani bez ohledu na fazi cirkadianniho cyklu. Ptitom
kratkodoba opakovana hypoxie vyvolala zmény prokazatelné v dospélosti
jedince, zatimco jednorazova hypoxicka piihoda byla zhlediska
dlouhodobych nasledki méné vyznamna.

Zmény chovani v disledku hypoxicko—ischemického poskozeni v
rané fazi jeho vyvoje byly charakterizovany hyperlokomoci, stereotypii,
deficitem paméti nebo narusenim socialniho kontaktu, tedy projevy které je
mozné pozorovat u psychdzy podobné schizofrenii (Dell’Anna a spol.,
1991). Nekteré z téchto charakteristik jsme zjistili i v popisovaném modelu

zalozeném na 1-h trvajicim podvazu obou karotid.
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5.5. Ulekova reakce a jeji prepulzni inhibice v animalnim
modelu schizofrenie

Prepulzni inhibici ulekové reakce vétSina autorG definuje jako
schopnost slabého zvukového predpodnétu inhibovat motorickou odpoveéd
na intenzivni ulekovy podnét (Graham, 1975; Koch, 1999; Bubenikova a
spol., 2002). Metoda prepulzni inhibice akustické ulekové reakce je jednim
z ukazateld zmén ve zpracovani informaci (,,senzorimotor gating™) u
Cloveka i zvifete. Jeji deficit byl popsan u nemocnych se schizofrenii, s
obsedantné-kompulzni poruchou, Tourettovym syndromem,
blefarospasmem, temporalni epilepsii nebo u potirazové stresové poruchy
(Braff a spol., 2001). U nemocnych se schizofrenii a jejich piibuznych je
snizeni PPI casto zjiSténou zménou chovani a povazuje se za
neurobiologicky ukazatel tohoto onemocnéni (Bubenikova a spol., 2002).

Vzhledem k nasim vysledklim se proto domnivame, Ze ischemické
poskozeni mozku potkana v ¢asné€ postnatalnim obdobi vede k latentnim
zménam ve vyvoji CNS, které se projevi zménami v PPl az v Casné
dospélosti. Obdobné zmény PPI popsal ve své prehledné praci Van den
Buuse a spol., (2003). Braff a spol., (2001) ve své praci cituji fadu studii,
které popisuji deficit PPI u nemocnych se schizofrenii. Z tohoto pohledu se
validita naseho animalniho modelu shoduje s uvedenymi klinickymi tdaji,

nelze vSak vyloucit ani jistou miru uzkostné reakce téchto zvitat.
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6. ZAVER

Vysledky charakterizuji vypracovany animalni model psychdzy
zalozeny na kratkodobé neonatalni ischémii mozku a dokladaji jistou miru
jak konstrukéni, fenomenologické tak i predikéni validity. Vzniklé
ischemicko-hypoxické poskozeni, které¢ jsme navodili doasnym uzavérem
obou spole¢nych krkavic potkana 12. PND, Ize s ptihlédnutim k rozdilnému
stupni zralosti funkci piirovnat k situaci zpusobené perinatalni hypoxii
lidského plodu a novorozence. Pfes dil¢i rozdily ve vybranych
biochemickych ukazatelich (napéti krevnich plynt, aktivita GGT, hladiny
druhych posli), jsme pozorovali zmény v chovani potkana v obdobi jeho
pohlavniho dospivani, které podporuji pivodni piedpoklad, Ze perinatalni
hypoxie lidského plodu a novorozence je etiopatogenetickym faktorem pro
vznik schizofrenie, a to pfedevS§im u jedinct s genetickym rizikem jaké
predstavuji jednonukleotidové polymorfizmy kandidatnich genti (Stastny a
spol., 2005)

7. SUMMARY

Although the cause of schizophrenia is not fully elucidated, there is
increasing evidence that this severe psychiatric illness may result from a
disturbance early in development. Evidence for this so called ,,neuro-
developmental hypothesis“ comes from a variety of sources, including
epidemiological, gynecological, psychological and pathological data.

Fetal and perinatal hypoxia-ischemia belongs to obstetric
complications which can increase the risk of schizophrenia. These
complications such as premature rupture of fetal membranes, low birth

weight, newborn immaturity, forceps delivery and resuscitation at birth are
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frequently accompanied by hypoxic-ischemic brain damage during delivery.
We assume that perinatal hypoxia together with genetic factors influence a
susceptibility to schizophrenia and represent significant risk factors of this
disease.

We used a heuristic model in our study to determine if brain
hypoxic-ischemic episode can actually cause not only changes of
biochemical markers but also behavioral changes resembling those seen in
schizophrenia.

Neurodevelopmental processes in neonatal rats continue during the
first three weeks of postnatal life and reach the level of those observed in
human newborns at the end of the second postnatal week. Therefore, rat
pups at postnatal day 12 (PND12) were used and subjected to one hour of
continuous occlusion of both common carotid arteries. Under these
conditions the neonatal brain suffered from oligemic hypoperfusion
(stagnant hypoxia).

Hypoxic lesions were characterized biochemically using blood gas
parameters (arterial pH, arterial partial pressures of CO2 and O,), activity
membrane-bound gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) in the brain and
also activity soluble GGT in the blood. Expected hypofunction of the
glutamatergic transmission observed in schizophrenics was the reason why
we determined levels of second messengers in plasma and blood platelets.
To determine whether the behavioural changes in the post-ischemic animals
were already present early in life or emerged during the life we used battery
of tests — social (play) behaviour (PND 22), reactivity in open field
paradigm (PND 35 and 50) and the acoustic startle response and prepulse
inhibition (PND 50).
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Our results support this assumption and show that 1-h lasting
continuous hypoperfusion of neonatal rat brains can induce biochemical and
behavioural changes apparent in young adulthood that are in relation to
schizophrenia. The present study supports the model of schizophrenia as a
neurodevelopmental disorder. We believe that an early cerebral
hypoxic/ischemic lesion is a risk factor of later neurodevelopment and
consequently having a potency to alter CNS function. Thus, even though
genetic vulnerability plays an important role in the development of
schizophrenia, our findings suggest that obstetric complications also

contribute as epigenetic factors-to the aetiology of schizophrenia.

*
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