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POUZITE ZKRATKY
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1. UVOD

I.1. VYZNAM KYSLIKU V ORGANIZMU

Nepftetrzity piivod kysliku (O;) a odpovidajici odstraiiovani oxidu uhli¢itého
(CO») prostiednictvim krevni cirkulace mé rozhodujici vyznam pro zachovani Zivota
jedince. Aerobni metabolismus je za normalnich podminek hlavnim zdrojem energie
pro mozek predev§im dospélého jedince. Hodnota normélniho pritoku krve mozkem
(,,cerebral blood flow*; CBF) ¢ini 45-60 ml/100 g tkdn¢/min a normalni metabolicky
obrat kysliku (,,cerebral metabolic rate of oxygen*; CMRO,) odpovida 1,3-1,8 pumol/g
tkané/min. Pfitom neurony jsou mnohem citlivejsi vici nedostatecnému piivodu O, ve
srovnani s bunikami glie, po¢inaje nejcitlivéjSimi oligodendrocyty pies astrocyty az po
mikroglii. Pyramidové buiiky hipokampu, Purkynovy buiky mozecku, pyramidové
neurony 3. a 5. vrstvy mozkové kury predstavuji na nedostatek O, nejcitlivéji reagujici

populace neuronti (Valkounové a spol., 2001).

I.1.1. Historické poznamky

Hlavni zasluhu na objevu kysliku jako prvku maji Svéd Schiele a Angli¢an
Priestly. Francouz Lavoisier definoval pojem ,kyslik* a stanovil jeho 20% podil v
atmosférickém vzduchu. Ameri¢an Little pak v roce 1862 objevil vztah mezi
nedostatkem kysliku a perinatdlnimi komplikacemi jako je mozkovd obrna a s ni
souvisejici mentélni retardace (Valkounova a spol., 2001).

Prvni ndmi nalezenou praci zabyvajici se experimentalnim hypoxickym poSkozenim
mozku potkana je prace autort Yanta a spol. (1934), ve které popisuji vliv prostredi s
postupné klesajicim obsahem kysliku na jeho chovani. VSichni potkani uhynuli béhem
24-72 minut od zacatku jeho poklesu. V oblastech mozkové kury, hipokampu,

mozkového kmene a michy autofi prokdzali chromatolyzu nervovych bunék. Hicks



(1950) nechal po opakovanych apnoickych pauzach potkany piezit 48 hodin a také
pozoroval mikroskopicka loZiska nekrozy v mozkové kife, stridtu a v substantia nigra,
zatimco hipokampus ziistal nepoSkozen. Naopak Levine (1960) v nov€ vypracovaném
animalnim modelu mozkové hypoxie u potkana prokazal nejen poSkozeni mozkové
kiry, talamu, stridta a ¢ichové kiry, ale i hipokampu. V roce 1964 pak Hills popsal
degenerativni zmény v neuronech a edém endotelovych bun¢k mozkovych kapilar po 3-
hodinové hypoxii a po 90 minutdich pak edém astrocytarnich vybézkli za pouziti

elektronového mikroskopu; podobné zmény uvadéji i Brown a Brierley (1968).

I.1.2. Transport kysliku a jeho spotieba v dospélém organizmu

Kyslik z vdechovaného vzduchu ptestupuje z plicnich alveol do krve a z
krevniho ftecist¢ difunduje do perifernich tkani. V krvi se reverzibilné vaze na
hemoglobin, jehoz afinitu vici kysliku vyjadiuje tzv. saturacni kiivka hemoglobinu. V
plicnim fecisti ¢ini saturace krve kyslikem 95-97 %, pficemz toto procento klesa
umérné s hodnotou jeho parcidlniho tlaku ve tkanich, takze ve smiSené vendzni krvi
dosahuje ptiblizn€ 46 %. Vlivem narustajici tvorby kyselych produktt latkové premény
dochdzi ve funkéné aktivnich orgdnech k acidifikaci krve, kterd dale zvysuje
uvoliiovani O, zhemoglobinu mechanismem ,Bohr-Haldanova efektu“. Timto
mechanismem miize byt v mozkové tkani uvolnéno az o 1/3 O, vice nez €ini jeho
klidova spotieba (Zauner a spol., 2002).

Parcialni tlak O; (pO,) ve vzduchu je za normalnich podminek 21,1 kPa (158
mm Hg). Plicni ventilaci dochdzi k vyméné plynti mezi vdechovanym vzduchem a
plicnimi sklipky, v nichz pO, kles4d na 14,3 kPa (107 mm Hg). Pii takovém pO, je
v plicnich sklipcich zajisténa vySe uvedend saturace hemoglobinu O, dosahujici 95-97
%. K tomu je tfeba, aby plicni ventilace udrzela pO, v plicnich sklipcich nad 13 kPa

(100 mm Hg).



Celkovy pocet alveolii v plicich dospélého cloveéka je odhadovan asi na 300
miliond o celkové vnitini plose 70-80 m”. U novorozence je vytvofeno pouze 10 % z
celkového poctu alveoll zjisténych u dospélych osob. To doklada, ze plicni ,,strom*
dozrava az po narozeni, pfi¢emz teprve v deseti letech je dosazeno poctu a tvarové
podoby plicnich sklipkli dospélého cloveka.

Mnozstvi kysliku, které prostupuje skrze alveolo-kapilarni membranu, zavisi na
jeji tloust’ce (normalni primér je 1,6 um), na gradientu pO,, ale také na dostatecném
mnozstvi redukovaného hemoglobinu v erytrocytech. Pfi normélni koncentraci
hemoglobinu v krvi 130-150 g/l pak 1 litr krve obsahuje asi 200 ml O, vdzaného na
hemoglobin a asi 3 ml O, jsou rozpustény v krevni plazmé. Kazdou minutu tak krev do
tkani ptivadi asi 1 litr O, za ptedpokladu, Ze minutovy srde¢ni vydej €ini 5 litri. Tato
hodnota je 4x vys$$i nez objem O,, ktery mozek spotifebovava za klidovych podminek.
Pti zvySené aktivité mozku se vSak spotifeba O, zvysi natolik, Ze napéti O, v nervové
buiice se blizi tzv. ,kritické* hodnoté pO, v mitochondriich, kterd miize byt tak nizkéd v
disledku vysoké afinity cytochromu a-a; pro kyslik (asi 0,27-0,4 kPa). Ve vétsing tkani
se vSak hodnoty pohybuji v rozmezi 2,0-5,3 kPa (15-40 mmHg). Vzestup spotieby O,
vede k rychlému lokalnimu poklesu pO, v buiikach, coz provazi zvyseni gradientu pO,
mezi kapildrni krvi a bunikami. Vysledkem poklesu pO, je zvySena extrakce O;

z hemoglobinu v erytrocytech.

I.1.3. Nedostatek kysliku v organizmu

Termin anoxie oznaCuje Uplnou absenci kysliku ve tkénich. Daleko castéjsi
formou nedostatku kysliku je jeho dil¢i nedostatek oznacovany jako hypoxie. Tuto
situaci je mozné definovat jako sniZeni pO; ve tkéni, které neumoziuje zajistit bunécné
funkce, véetné premény latek a udrZeni integrity bunécéné struktury. Déle trvajici,

prolongovand hypoxie vede k poklesu krevniho tlaku s néslednym snizenim CBF,
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poklesem extraceluldrntho pH a ke zvySeni hladiny laktitu a dalSich kyselych
metabolit vedouci k intracelularni acidéze (Geddes a spol., 2001). Termin asfyxie
oznacuje patologicky stav, ktery vznikd v disledku onemocnéni respira¢niho systému a
je provazen hypoxii, pii které se souasné¢ hromadi CO, v krvi a ve tkdnich. Zmény
provazejici nedostatek kysliku v mozku vykazuji typicky Casovy prubeh. Jiz béhem
prvnich 10 - 20 sekund klesa koncentrace ATP a soucasné stoupaji hladiny ADP a
AMP a nasledné rychle vzriista spotieba glukozy v mozkovych bunkach. Pfitom mezi 3
hlavni pfi€¢iny nedostatku O, v organismu patii:

1. Snizeni pO; ve vdechovaném vzduchu;

2. Poskozeni pienasece O, a

3. Porucha v uvoliiovani O,

Jiz vroce 1920 Barcroft rozliSoval mezi ¢tyfmi typy hypoxie: hypoxickou,
anemickou, stagnacni a histotoxickou. U hypoxické hypoxie je nedostatek kysliku ve
vdechovaném vzduchu. Pfi¢inou anemické (transportni) hypoxie je pokles mnoZzstvi
hemoglobinu schopného prendset O, Ke stagnacni hypoxii dochazi v disledku snizeni
krevniho pritoku a kone¢né histotoxicka hypoxie je vysledkem poklesu utilizace O,
Dtvody, které vedou krozvoji hypoxie v organismu jsou podle Necase (1982)
nasledujici:

1. Pokles nebo porucha alveolarni ventilace;

2. Porucha difuze O, skrze alveolo-kapildrni membranu (sniZeni difuzni kapacity plic
nebo prodlouzeni trvani difuze v diisledku zesileni alveolarni stény);

3. NaruSeni vzdjemného vztahu mezi alveolarni ventilaci a kapilarni perfuzi;

4. Levo - pravostranny zkrat, kdy ¢ast krve neprotéka skrze plicni kapilarni feciste;

5. Maly minutovy objem srdecni;

6. Nedostatecnost krevniho pritoku nékterymi oblastmi systémové cirkulace;
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7. Deficit hemoglobinu;

8. Inaktivace ¢asti hemoglobinu (napt. karboxyhemoglobin, methemoglobin);

9. Pokles afinity erytrocytii viici Oa;

10. Poruchy mikrocirkulace (redukce kapilarniho povrchu, zvétSeni mezikapilarni
vzdalenosti, arterioven6zni zkraty);

11. Pokles difuze O, smérem do tkane€;

12. Zvyseni pozadavku na dodavku O.

13. Porucha metabolické utilizace O, vlivem toxickych latek.

Podle intenzity rozliSujeme 4 stupné hypoxie od mirné funkéni po kompletni
nedostatek kysliku ve tkani, tedy anoxii. (1) Funkéni hypoxie predstavuje nejmirng;si
formu nedostatku O,, pfi niZ je organismus schopen zajistit homeostazu souborem
reflexné-humorélnich dé&ji. (2) Metabolickd hypoxie je mirny stupenn kyslikového
deficitu s poklesem pO, a celkové dodavky O, do mozku. Organismus neni schopen
udrZzet homeostazu, avSak metabolické zmény nejsou doprovdzeny zménami
strukturalnimi. Za téZkou formu je povazovana (3) destruktivni hypoxie, pfi niz klesa
energeticky metabolismus nervové bunky pod hranici nezbytnou k udrzeni jejiho
souborem funkénich, metabolickych a strukturdlnich zmén, které se rozvijeji velmi

rychle a vedou k zaniku nervovych bunék, predevsim neuronti.

1.1.4. Hypoxie lidského plodu a novorozence

Srovname-li novorozeneckou mortalitu do 28 dnti v CR v roce 1969, ktera &inila
15,1 novorozence/1000 narozenych déti, se statistickymi udaji z roku 2000, zjistime jeji
vyznamny pokles na 2,5 imrti na stejny pocet narozenych déti. V sousednim Rakousku
Cinila v tomtéz roce tato hodnota 3,3/1000, v Némecku 2,8/1000 a na Slovensku

5,4/1000.
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V ramci perinatalni asfyxie se mozkova hypoxie vyznamné podili na vzniku
neprogresivnich neurologickych deficit u déti véetné mentalni retardace, zachvatovych
stavl, rozvoje spasticity, choreoatetdzy a ataxie, a predpoklada se, Ze je také rizikovym
faktorem u nékterych neuropsychiatrickych onemocnéni, napt. u schizofrenie. Pro tato
onemocnéni muiliZze nastat primarni porucha pfenosu O, zmatky na plod poklesem
dodavky kysliku do placenty nebo poskozenim fetoplacentarniho ob&hu. Pficiny fetalni
hypoxie se 1i8i podle mista posSkozeni ve vzajemné propojeném systému plod-matka.

Mezi faktory, které ovliviuji pieziti vrdmci intrauterinni hypoxie, patii
mnozstvi energetickych substrath (pfedevSim glukézy uvolnéné z bunééného
glykogenu), adekvatni mnozstvi hemoglobinu a fidici aktivita retikularni formace
mozkového kmene jako limitujiciho faktoru. Epizody prolongované asfyxie vedou
k poskozeni mozku, které se mlZe podobat loZiskovému ischemickému poskozeni
mozku dospélého ¢loveéka. Piitom se za hlavni pfi€iny perinatalni hypoxie povazuje:

1. Pokles pO; v matefském organismu muiZe byt:
a) aerogenni, diky nizkému pO, v prostiedi, plicnimu poSkozeni ¢i inhala¢ni
narkoze;
b) anemicky, z divodu velké krevni ztraty;
c) vduisledku vysoké spotieby O, diky intensivni délozni aktivité béhem druhé
doby porodni.

2. Porucha kyslikového pienosu skrze placentdrni bariéru:
a) poskozeni uteroplacentarni cirkulace v disledku kardialni insuficience matky,
kolapsu, aterosklerdzy ¢i cévniho spasmu;
b) poskozeni difuze v disledku degenerace placentarnich klk;
c) poskozeni fetoplacentdrniho ob&hu z dlvodu poranéni pupecnikové Sitry,

spasmu pupecnikovych cév nebo poklesu systémového tlaku krve u plodu.
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3. Poskozeni kyslikového transportu u plodu a novorozence z diivodu krvéceni,
srde¢ni malformace, nebo erytroblastosis fetalis.

4. PoSkozeni dychaci soustavy novorozence (napif. plicni hypoplasie, syndrom

dechové tisn¢ novorozencl (,respiratory distress syndrome*“- RDS)) nebo poskozeni

neuronti mozkového kmene.

Terminem perinatalni hypoxicko-ischemicka encefalopatie oznacujeme klinicky

syndrom, ktery se vyvine po akutnim pferuseni fetoplacentarniho ob&éhu nebo je
disledkem kardiorespira¢niho selhdni novorozence (Vannucci, 1990; Hill, 1991; Carter
a spol., 1993; Avery a spol., 1994). Vznikla akutni novorozeneckd encefalopatie musi
spliiovat 3 obecnd kritéria stanoveni diagnézy: vyskyt asfyktického inzultu béhem
porodu nebo pfi narozeni, pfitomnost neurologickych pfiznaki v ¢asném postnatalnim
obdobi a pfidruzend organova postizeni (napi. akutni rendlni tubularni nekréza, oligurie
nebo anurie, kardidlni dysfunkce ¢i perzistujici plicni hypertenze). Vlastni neurologické
ptiznaky lze podle Sarnat a Sarnat (1976) rozdélit do tii kategorii:
(1) zvySena zachvatova pohotovost, pokles spontdnni motorické aktivity a aktivace
sympatiku trvajici mén¢ nez 24 hodin pifi normalnim elektroencefalogramu (EEG); (2)
generalizovand svalova hypotonie, viceloziskové zachvaty s patologickym EEG; (3)
stupor s poklesem svalového napéti, sniZzeni aktivity vitalnich center v mozkovém
kmeni a potlac¢eni autonomnich funkci s vyrazn€ abnormalnim EEG.

Nezraly mozek novorozence vykazuje vysokou odolnost vii¢i hypoxickému
poskozeni, coz je vysvétlovano tfadou zmeén, které souhrnn€ oznacujeme jako
»adaptaéni metabolicka reakce®. Zakladem této adaptace jsou metabolické zmény,
zatimco zmény funkéni nebo neuroendokrinni ustupuji do pozadi (Trojan a Stastny,
1988). Tato reakce je charakterizovdna zvySenym vyuzitim glykogenu jako hlavni
energetické rezervy, posunem energetického metabolismu k anaerobni glykolyze,
zvySenou aktivitou klicovych enzyml a udrzenim aminokyselinového a glukézového
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metabolismu ve vzijemném poméru. Pfitom anaerobni glykolyza ptedstavuje pro
migrujici neurony primarni zdroj energie. Tyto neurony jsou vuzkém kontaktu
s bunikkami radidlni glie, ktera obsahuje ,,rezervni* granula glykogenu, jeZ maji zasadni
vyznam Vv tzv. ,energetickém koridoru®“. Neni vSak stdle pln€é vysvétleno jakym
mechanismem probiha transport glukozy a laktatu pii prestupu z gliovych bunck do

migrujicich neuronii (Evrard, 2001).

I.1.5. Experimentalni hypoxie

Mozek savcl, vcetné potkana, je velmi citlivy k jakékoliv formé hypoxie.
Pfitom odolnost vii¢i stagnacni hypoxii je u potkana nejvyssi pfi narozeni. V prvnich
dvou tydnech po narozeni potkana tato odolnost postupné klesa a minima dosihne
v obdobi odstavu mezi 22. — 28. PND. K malému vzestupu odolnosti dochazi asi od 40.
postnatalniho dne, tj. po dosazeni pohlavni dospélosti (Jilek, 1957). Jednim
z charakteristickych nasledkti mozkové hypoxie jsou zachvaty kieci. Jejich vznik byl
ptisuzovan zvySené drazdivosti podkorovych center v disledku vyfazeni mozkové kiry

K objasnéni zékladnich bunéénych a molekuldrnich mechanismti zodpovédnych
za perinatalni hypoxicko-ischemické poskozeni mozku pfispivaji také animalni modely
(Evrard, 2001). Prace Rice a spol. (1981) ukazala, Ze jednostranny podvaz spolecné
krkavice, provazeny 3,5-hodinovou inhalaci smési kysliku s dusikem v poméru 8 : 92,
prezilo 79 % 7dennich potkanich mlad’at. Ischémii navozené morfologické zmény byly
prokazany ve stejnostranné mozkové kire, striatu a hipokampu u 90 % mladat, ktera
tuto hypoxicko-ischemickou epizodu piezila. Vyznamné zvySeni obsahu vody
v ischemickych oblastech svédcilo pro vznik edému mozku. Prace soucasné prokazala
ptekvapivé vysokou citlivost bilé hmoty mozku potkana vii¢i hypoxii.

Fischer a spol. (1974) ukazali, Ze intermitentni prolongovana hypoxie v ¢asném
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postnatalnim obdobi potkana ovliviluje vyvoj mozkové kiry, pfiCemz jednotlivé vrstvy
jsou postizeny rozdilné. U 25dennich mlad’at hypoxie zpusobila snizeni tlouStky
mozkové kury, ale zvétSila denzitu neurond na objemovou jednotku v L., II., V. a VL.
vrstvé mozkové klry. Soucasné byl vSak pozorovan tbytek neuronil v oblasti hilu gyrus
dentatus (Langmeier a spol., 1998). V hipokampu vyvolalo hypoxické poSkozeni
ubytek dendritické arborizace neuroni (Pokorny a Trojan, 1986). Fischer a spol. (1980)
popsali vyznamné zpomaleni vyvoje synapsi ve vybranych oblastech mozkové kiiry u
mlad’at vystavenych hypoxii. Soucasné Langmeier a spol. (1987) prokazali zpozdéni
procesu myelinizace v oblasti mozolnatého télesa (corpus callosum).

Pti srovnani 12dennich potkanti s dospélymi jedinci byla prokazana také fada
biochemickych zmén. Nezrald mozkova tkan u ischemizovanych 12dennich mlad’at
byla schopna zvysit intenzitu anaerobni glykolyzy s vyuzitim glykogenu jako hlavniho
energetického zdroje. Sou€asné se u téchto mlad’at zvysila hladina laktatu o 140 %
(Krulich a spol., 1962). Tomu odpovidalo zvySeni aktivity laktatdehydrogenazy (LDH)
a zménila se 1 aktivita sukcinatdehydrogendzy (SDH). V porovnani s dospélymi jedinci
nebyly proto u téchto mlad’at po 4-hodinovém oboustranném karotickém uzavéru
pozorovany vyznamné zmény v hladindch ATP ani ADP. Z neuromedidtorti se u
mlad’at snizila koncentrace aspartatu, ale vyznamné se zvySila hladina GABA
v nekterych oblastech jejich mozku. Obsah nukleovych kyselin a bilkovin vSak vlivem

hypoxie zlstal u téchto mlad’at nezménén (Jilek a spol.,1967).

I.1.6. Vyvojové zmény CNS u €lovéka / zvirete a indikatory jeho poSkozeni

Savéi mladdata jsou bud’ bezprostfedné zavisld na mateiské péci zahrnujici
vyzivu, termoregulaci a vyluCovani (napt. potkan) nebo se po porodu dokazi vyrovnat
s vlivy prostfedi samostatné (napi. morce). VSe zdvisi na stupni vyvoje organismu a

jeho CNS v okamziku porodu.
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Zmeény, které provézeji prvni etapu vyvoje savcil, zejména pak vysSsi podil
anaerobniho metabolismu u nejmladSich jedinct, vysvétluji jejich vyssi odolnost proti
ischémii, hypoxii nebo 1 anoxii. Charakteristickym rysem etapy samostatné existence je
pfechod mlad’at od vyZivy matefskym mlékem k samostatnému vyhledavani a piijmu
potravy (Kfecek, 1962), ktery mize trvat nékolik tydnt (potkan), ba i né¢kolik mésici
(¢loveék). Toto obdobi se vyznacuje vysokym stupném vulnerability mozku v duisledku
intenzivni pfremény latek v ném probihajici. Proto je mozek zvySené citlivy na zmény
prostiedi, véetné nedostatku Os.

Nésledujici tabulka srovnava casové intervaly v jednotlivych vyvojovych

etapach potkana a ¢lovéka.

Tabulka 1. Vyvojové etapy CNS laboratorniho potkana a clovéka

1. Obdobi zavislosti na matce

a) obdobi buné¢ného déleni potkan: intrauterinni vyvoj — 21 dntt
hmotnost mozku 0,25 g

¢lovek: intrauterinni vyvoj — do 210 dniti
hmotnost mozku 120 g

b) riist bunck, axont, dendritt (etapa potkan: od narozeni do 10. dne Zivota
dozravani nizsich oblasti CNS) hmotnost mozku 0,86 g

¢lovek: od 210. dne do porodu

hmotnost mozku 250 g
c) {Elst bun¢k - myelinizace (etapa dozravani potkan: 10. — 20. den
vySSich oblasti CNS) hmotnost mozku 1,28 g
¢lovek: od narozeni do 120. dne zivota

hmotnost mozku 550 g
II. Obdobi samostatného Zivota

dokonceni myelinizace, pomaly riist potkan: od 20. dne do dospélosti
hmotnost mozku 1,67 g

Clovék: od 5 mésicti az do dospélosti
hmotnost mozku 1400 g

(upraveno podle Mcllwaina, 1959)

Z vyse uvedené tabulky, stejné jako z dalSich praci (Dobbing a Sands, 1973;
Romijn a spol, 1991) je patrné, Ze mozek lidského novorozence je mozné piirovnat k

mozku jedendacti az dvanactidenniho potkana. Tohoto poznatku jsme vyuzili pfi volbé
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véku mlad’at potkana v animalnim modelovani psychoze podobnych zmén.

I.1.7. Indikatory ischemického poskozeni mozku: Aktivita gamaglutamyltrans-
peptidazy

Ischemicko-hypoxickd episoda, jednordzovd nebo opakovana, zplisobuje
dlouhodobé zmény nejen v hladindch cholesterolu a dalSich ukazatelii lipidového
metabolizmu (Tomésova a spol., 1987), ale také v aktivitach nékterych enzymt, napft.
gama-glutamyltranspeptidazy (GGT) nebo xantinoxidazy (XOD), jak to dokladaji prace
Stastny a spol. (1985) a Stipek a spol. (1989). Stanoveni aktivity uvedenych enzymi
muize mit nejen diagnosticky, ale i prognosticky vyznam. V piipad¢ aktivity GGT je
rozliSovéna jeji solubilni, v plazmé pfitomnd forma, a forma membranové-véazana.
Zatimco akutni hypoxie zpUsobila vyznamné zvySeni aktivity membranové vazané
GGT v nékterych podkorovych oblastech vyvijejiciho se potkana, aktivita solubilni
formy zistala nezménéna jak v krevni plazmé, tak i v mozkomisnim moku (CSF).
Naproti tomu opakovand hypoxie aktivitu membranové formy vyznamné snizila pouze
v mozkové kiife a aktivita solubilni GGT byla vyznamné vys§i nez u kontrolnich
potkanich mlad’at 18. PND (Stastny a spol., 1985). Autofi zjistili, Ze sou¢asné se timto
vzestupem GGT v plazmeé vyznamné poklesla aktivita membranové vazané GGT
v jaterni tkdni po opakované hypobarické hypoxii. To vedlo k zadvéru, ze za zvySeni
solubilni formy GGT v krevni plazm¢é muize odpovidat pfedevSim jaterni tkan, zatimco
za zvySeni této formy enzymu v CSF tkan mozkova. Dospéld zvifata vSak zmény
v aktivité solubilni formy GGT jiz nevykazovala a to ani ve skupin¢ samc, ani samic
za 3 mésice po neonatalni (opakované) hypobarické hypoxii, ale u samic byla aktivita
jeji membranové vazané formy vyznamné niz$i, a to ve vSech sledovanych oblastech
mozku, v porovnani se stejné starymi dosp&lymi samci (Stastny a spol., 1985). Zmény

aktivity GGT, predevS§im jeji membranové vazané formy, by proto mohly byt pouzity
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jako ,marker” mozkového posSkozeni, a to jak nervovych bunék, tak predevSim
mozkovych kapilar (Stastny a spol., 1997). Tento pfedpoklad vychazi ze skute¢nosti,
ze aktivita membranové vazané GGT v endotelovych buitkdch mozkovych kapilar je o
jeden tad vyssi nez aktivita v télech neuront nebo ve frakei gliovych bunék (Lisy a

spol., 1983; Stastny a spol., 1997; Stastny a spol., 2004).

I.1.8. Indikatory ischemického po§kozeni mozku: hladiny druhych posli - cAMP a
IP;

Mozkovou ischémii, ale také infekéni a neurodegenerativni procesy v mozku
provazeji zmény aktivity nékterych enzymii odpovédnych za hladiny druhych posld,
cAMP a IP;, v intersticidlni ¢i nitrobunééné tekutin€ mozku nebo i v plazmatickém
subkompartmentu télnich tekutin. Pfitom cAMP se povazuje nejen za druhého
nitrobuné¢ného posla, ale také za prvniho posla s funkci hormonu, humorélniho faktoru
¢i neuropfenasece, koordinujiciho mozkové funkce (Bankir a spol., 2002).

Navazani signdlni molekuly s funkci prvniho posla na pfislusny receptor
aktivuje signdlni kaskadu, kterd v ptipad¢ adenylatcyklazy vede ke tvorbé cAMP z
ATP. Nckteti autofi uvadeji, ze mozkova ischémie zvySuje hladiny cAMP
v intersticidlni tekutiné bazalnich ganglii mechanismem, ktery vykazuje dopaminovou
(DA) — dependenci (Prado a spol., 1992). Dalsi studie ukazaly, Ze vazebnd schopnost
cAMP k pfislusné proteinkinaze se vlivem kratkodobé mozkové ischémie vyznamné
snizi a to jak v oblasti bazalnich ganglii, tak v mozkové kuiie. Blomqvist a spol. (1985)
pozorovali vyrazny pokles koncentrace cAMP v mozkové klife v disledku ischémie
trvajici 15 minut. Béhem obnovovéni pritoku krve mozkem se koncentrace cAMP
zvysila jak v mozkové kife, tak v hipokampalni oblasti, ale po 60 minutach se jeji
hodnota nelisila od kontrolnich zvifat. Mozkova ischémie tedy na jedné stran¢ vyrazné

zasdhne transdukci zprostfedkovanou signalni molekulou cAMP, na druhé strané
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v oblastech neposkozenych ischémii obnoveni CBF vyznamné zvySuje vazebnou
kapacitu cAMP-dependentni proteinkinazy (PKA). To by mohl byt mechanismus, ktery
by umoznil vysvétlit neuroprotektivni i¢inky cAMP (Tanaka a spol., 1999).

Kratkodoba mozkova ischémie vede k neurondlnimu poSkozeni a zaniku
neuront,, a to predev§im v CAl podoblasti hipokampu, jehoz charakter se méni
v prub¢hu postnatalniho vyvoje mozku. Kromé zmén v mozkové koncentraci cAMP
byly pozorovany i zmény v hladinach inositol-1,4,5-trisfosfatu (IPs), které vykazuji
zavislost jak na dob¢ trvani ischémie, tak 1 oblasti, kterd byla postizena (Araki a spol.,
1993).

Druhy z uvedeny ,,posli®, IP3; spolecné s tvoticim se diacylglycerolem (DG)
patii k hlavnim produktim fosfatidylinositolové hydrolyzy, kterd je prvni udélosti, jez
nastane po aktivaci pfisluSného receptoru v buice. Zatimco IP; ma dualezitou funkci
jako 2. posel pti mobilizaci Ca®" z nitrobuné&énych zasob, DG aktivuje proteinkinazu C
(PKC). IP; je v konecné fazi metabolizovan na inositol a ten mize byt znovu pouZit pro
syntézu fosfatidylinositolu (PI). DG je fosforylovan na kyselinu fosfatidovou, ktera
vykazuje jistou miru toxicity, a proto je rychle preménéna opétné na fosfatidylinositol
za vzniku meziproduktu cystin-difosfo-diacylglycerolu (Kaiya, 1992).

Zmény v hladindich cAMP a IP3; jsou povazovany za biologicky ukazatel
schizofrenie a ischemicko-hypoxické poSkozeni je z hlediska neurovyvojové hypotézy
pfedpokladanym vnéjSim rizikovym faktorem tohoto onemocnéni. Rozhodli jsme proto
studovat zmény koncentrace obou téchto druhych poslii v naSem heuristickém modelu s
cilem ovéfit, zda kratkodobé omezeni ptivodu krve do mozku neonatalniho potkana 12.
PND miiZze zanechat dlouhodobé zmény v koncentraci cAMP v krevni plazmé a IP3 v

trombocytech, které by bylo mozné prokéazat u dospélych potkant 50. PND.
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I.1.9. Zmény chovani dospivajiciho potkana po neonatalni ischémii mozku

Zmény chovani, které vznikaji v disledku mozkové ischémie v prubéhu
casn¢ho ontogenetického vyvoje potkana, je mozné pozorovat jak u mladat, tak u
dospélych jedinct. S pfibyvajicim vékem klesd plasticita mozku, méni se senzitivita
receptor a hladiny jednotlivych neuropfenasect. Zmény chovéni proto provazi Casto
zhorSeni prostorové paméti. Soucasné jsou dospéli potkani méné aktivni a ve srovnani
s mlad’aty nenavazuji tak Casté kontakty s ostatnimi jedinci. Spolecenské interakce 3,5
tydne po uzavéru a. cerebri media se v souvislosti s vékem méni ve vétsiné sledovanych
parametrech. Obzvlasté u dospivajicich potkant jsou tyto zmény statisticky vyznamné
(Andersen a spol., 1998).

Pro hodnoceni stupné neurologického postiZzeni u potkana je mozné pouzit skaly
podle Tupper a Wallace (1980). Jedna se o standardni protokol hodnotici rovnovahu,
uchopovy a vzpfimovaci reflex, mistni reakce, pohyblivost zvifete, flexi pfednich
koncetin a rotaci hrudniku. Wahl a spol. (1992) prokézali nizs$i celkové skore u
dospélych samct s ischemickym poskozenim oproti kontrolnim zvifatim, coz sveéd¢i
pro vznik neurologického deficitu, ktery byl nejzieteln€jsi 1. den po ischemické
epizod¢. Latence odpovédi v retencnim testu byla po uzéavéru stfedni mozkové tepny
zkracena, zatimco nebyly pozorovany vyznamné zmény v chovani potkana v Y bludisti,
ani v testu ,,volného pole* (,,open field test*). Typickym projevem byly ,barelové
rotace ¢i ,,valeni se* (tzv. rolling behavior), které bylo pozorovano 3-4 hodiny po
uzavéru a. cerebri media. Tato skuteCnost s velkou pravdépodobnosti souvisi s
poskozenim stridta (podobné projevy byly totiz pozorovany i po intrastriatalni injekci
kyseliny chinolinové nebo pii zvySené stimulaci DA receptorti nebo vydeji dopaminu).
Explora¢ni aktivita ani pozornost se u ischemizovanych potkanti nezménila. Balduini a
spol. (2000) prokazali, Ze disledkem mozkové ischémie novorozené¢ho potkana jsou
nejen zmény pohybové koordinace a spontanni aktivity v dospélosti, nybrz také
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naruSeni procesu uceni a poruchy paméti.

Pfi systétmovém podani glutamatu mlad’atim hlodavcl a primath vznikaji
excitotoxické léze v téch oblastech mozku, kde neni pfitomna hematoencefalicka
bariéra (napf. area postrema nebo jadra hypothalamu). Edematézni zmény nebo
nekrozy neuronli lze nalézt jiz 4 hodiny po jeho nitrozilni aplikaci (Bittigau a
Ikonomidou, 1997). Podobné zmeény byly prokdzény u piechodného hypoxicko-
ischemického nebo traumatického poskozeni mozku potkana v 1.-2. tydnu po narozeni
(McDonald, 1989). Fenomén tzv. NMDA receptorové hypersenzitivity ve vyvijejicim
se mozku soucasné vysvétluje vysokou ucinnost podanych antagonistt NMDA
receptorti jako neuroprotektivnich latek u trazového ¢i hypoxicko-ischemického

poskozeni mozku déti (Olney, 1991).

1.2. ANIMALNI MODELY MOZKOVE ISCHEMIE

1.2.1. Anatomické odliSnosti cévniho zasobeni mozku potkana a ¢lovéka

Asi 2 mm distdlné od vétveni vnitini a zevni krkavice odstupuje arteria
pterygopalatina (o praméru 0,53 mm), pivodné Tandlerem (1899) pojmenovana jako a.
stapedia. U potkana je obvykle pln€ vyvinutd a jeji priimér je srovnatelny s primérem
vnitini krkavice. U ¢lovéka se naopak jedna o nekonstantni, rudimentarni cévu.

Ob¢ aa. vertebrales (o priméru 0,34 mm) odstupuji z podklickovych tepen
potkana, probihaji transverzalnim kanalem a skrze velky tyIni otvor (foramen occipitale
magnum) vstupuji do nitrolebniho prostoru, kde se spojuji v a. basilaris (o priméru
0,36 mm), jejiz termindlni zakonCeni, na rozdil od clovéka, ptedstavuji dve aa.
cerebellares superiores (o priméru 0,28 mm). Z téchto tepen vychdzeji v riznych
anatomickych variantadch zadni mozkové tepny (aa. cerebri posteriores).

Na rozdil od ¢lovéka je a. communicans posterior u potkana svoji velikosti

srovnatelnd se stfedni nebo pfedni mozkovou tepnou. Vytvaii spojku se zadni
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mozkovou tepnou (a. cerebri posterior), kterd pfivadi do mozkového fecisté vice krve
nez u Clovéka. U potkana a. communicans anterior zcela nahrazuje tzv. a. azygos
cerebri anterior, kterd vznika spojenim obou pfednich mozkovych tepen. A. olfactoria
je u potkana velkou vétvi predni mozkové tepny, ktera perzistuje u lidského embrya, ale
v dospélosti ji nahradi a. ethmoidalis. A. ophthalmica interna je vétvi vnitini krkavice,
ktera u potkana zasobuje oko a o¢nici. Ve srovnani s clovékem vSak v mens§im rozsahu.
U potkana je tato oblast zadsobena hlavné z a. ophthalmica externa. Stfedni mozkova
tepna (a. cerebri media) a pfedni mozkova tepna (a. cerebri anterior) jsou u potkana
kone¢nymi vétvemi vnitini krkavice. A. cerebri media (0,24 mm v priméru) u potkana
vysila nekolik vétvi k piriformni klife a drobné kortikostriatalni tepny. Tyto cévy jsou
ekvivalentem lentikulostriatalnich tepen u ¢lovéka ( Scremin, 1995).

Je zfejmé, Ze anatomické vztahy cévniho zasobeni mozku u potkana se podobaji
mozkovému obéhu Eloveka. I pies velkou podobnost, jsou vSak existujici anatomické
rozdily pfi¢inou toho, Ze animalni modely mozkové ischémie pfinaseji dil¢i odliSnosti

v porovnani s mozkovou ischémii u ¢lovéka.

1.2.2. Animalni modely mozkové ischémie: globalni a fokalni omezeni privodu

krve do mozku

Na zéklad¢ literdrnich idaji lze animalni modely mozkové ischémie rozdélit
podle rozsahu a charakteru poskozeni na dvé velké skupiny: modely globalni ischémie
a modely loziskové (fokalni) ischémie.
1.2.2.1. Modely globalni ischémie

Tuto skupinu modeli mozkové ischémie reprezentuji predev§im ndésledujici
animalni modely:

Hypoxicko-ischemicky model

Tento model byl poprvé popsan Levinem v roce 1960. Jednd se o kombinaci
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jednostranného uzavéru spole¢né krkavice a pobytu zvifete v anoxickém prostiedi po
dobu 45 minut. Metoda je pro svoji technickou jednoduchost pouzivédna i dnes. Nejedna

se vSak o prostou ischémii mozku.

Model kompresivni ischémie

Ljunggren a spol. (1974) nebo Yoshida a spol. (1985) dosahli globalni mozkové
ischémie u potkana infuzi arteficidlniho mozkomisniho moku (CSF) do cisterna magna.
Cilem bylo zvysit nitrolebni tlak o 20-70 mm Hg nad hodnotu systémového krevniho
tlaku. Tento postup riizni autofi kombinuji s oboustrannym uzavérem (Yoshida a spol.,
1985), nebo s jednostrannym uzaveérem spolecné krkavice, pfiCemz se jim podaftilo

snizit pratok krve mozkem o 85-90 % (Busto a spol., 1989).

Turniketovy a dekapitacni model ischémie

Turniketovy model je oznaceni neinvazivni metody ovlivnéni krevniho pritoku,
kterou popsali Siemkowitz a Hansen v r. 1978. Jeji pfednosti je moznost ovlivnit krevni
pratok riznymi hodnotami tlaku v nafukované manzeté, coz vede k riznému stupni
ischémie.

Mezi technicky nejsnadnéjsi metody patii globalni (anoxicky) model navozeny
dekapitaci zvifete (Schreiber a spol., 1987), jehoz modifikaci je arteficidlni zastava

srdce (Mossakowski a spol., 1994).

Ctyrvaskuldrni model

Model popsali Pulsinelli a Brierley jiz v r. 1979. Po obnazeni prvniho kréniho
obratle autofi elektrokauterizovali ob& obratlové tepny uvniti vertebralniho kandlu. Po
24 hodinach pak trvale nebo doc¢asné podvazali obé spole¢né krkavice. Autory uvedena

8% mortalita byla disledkem dechové zastavy béhem prvnich 2-3 minut po podvazu.
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Pulsinelliho metoda snizila pritok krve v oblastech frontdlni a parietdlni mozkové
kiry, stridta a hipokampu na 3 % plvodni hodnoty. V diencephalu, mozecku a v
mozkovém kmeni se ndsledné€ snizil prutok krve na 10-30 % ve srovnani s kontrolnimi

hodnotami (Pulsinelli a spol., 1983).

1.2.2.2. Modely fokalni ischémie

Dvouvaskularni model ischémie

Jedné se o modifikaci modelu, ktery popsal Smith se spolupracovniky (1984).
Casteénym vykrvacenim prostiednictvim kanyly zavedené do ocasni tepny se podatilo
snizit hodnotu arteridlniho tlaku krve na 45-50 mmHg, pficemz ob¢ spole¢né krkavice
se podvazaly nebo klipovali. Experimentalni protokol se ukon¢il odstranénim ligatur ¢i
klipt a reinfuzi odebrané krve. Ischémie by v tomto piipadé neméla trvat déle nez 15
minut jinak hrozi zhrouceni pritoku krve mozkem (Cregan a spol., 1997). Iwasaki a
spol. (1989) proto pouzili tento model bez systémové hypotenze. Rozsah ischemického
poskozeni zavisel na délce trvani tepenného uzavéru. Mortalita vyrazn€ stoupala od
druhé hodiny po uzavéru a pritok krve mozkem se snizil o vice jak polovinu jiz v 10.
minuté po podvazu. Tato skutecnost nas vedla k tomu, Ze jsme pozdé€ji dobu uzavéru
karotid zkratili na jednu hodinu, pfestoZze jsme pracovali s 12dennimi potkanimi
mladaty.

Uehara a spol. (1999) popsali dvouvaskularni model u pétidennich potkanich
mlad’at a zjistili, Ze nejvice histopatologickych zmén bylo v bilé hmoté capsula interna.
Na rozdil od dospélych bylo ischemické poSkozeni mlad’at patrné az 2. den po
oboustranném tepenném uzavéru. Model se ve své modifikaci stal soucasti naseho

experimentalniho protokolu.
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Trojvaskularni model podle Hiramatsu

Model docasné loziskové ischémie popsal Hiramatsu a spol. (1993). Z asi 1,5
cm dlouhého fezu nad levym zygomatickym obloukem provedli levostrannou
temporobazalni kraniotomii, pfi¢emz na a. cerebri media pfilozili mikroklip. Nakonec
pevné ligovali obé spole¢né krkavice. Tento model nebyl zatizen vysokou mortalitou a
velikost vzniklého mozkového infarktu se ptili§ neménila v zavislosti na délce uzaveéru.
Plvodni prace porovnavala 3 skupiny rozdélené podle doby trvani doCasné loziskové

1schémie od 1 do 3 hodin.

Proximalni jednostranny uzaver arteria cerebri media podle Tamury

Tento model je zaloZen na trvalém uzavéru stfedni mozkové tepny u potkana
(Tamura a spol., 1981). Jednostranny uzavér sttedni mozkové tepny trvajici 60 minut
provazel nejen nekroticky zanik malych skupin neurond, ale i makroskopicky zietelna
infarktova loziska (Siesjo, 1992). Tamura vSak uvedl, Ze u tohoto modelu nenasli
vyznamny rozdil v hodnotach krevnich plynt, pH krve ani sttedniho arteridlniho tlaku v
porovnani s kontrolnimi zvifaty. Waltz (1979) poukdzal na podobnost mezi
proximalnim uzévérem arteria cerebri media a masivni, nejspiSe fatalni, ischemickou

pfihodou u ¢lovéka.

Jednostranny uzaver a. cerebri media uZitim intraluminalniho viakna

Metodu popsal a do praxe zavedl Koizumi se spolupracovniky v r. 1986.
Nagasawa a Kogure (1989) pak charakterizovali histologicky obraz poskozeni u tohoto
modelu v souvislosti se zménami krevniho pritoku mozkem. Longa a spol. (1989)
modifikoval tuto metodu odliSnou technologii pfipravy vldkna (Longa konec vldkna
tepelné upravil; Koizumi potahl jeho konec silikonem). Nespornou vyhodou tohoto

modelu je moZnost vyfazeni stiedni mozkové tepny na piesné stanovenou dobu bez
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kraniotomie.

Jako spolehlivéjsi se ukazala pravé Koizumiho varianta, nebot’ silikonem

potazené vlakno 1épe tésnilo a minimalizovalo mozZnost perforace cévni stény (Laing a

spol., 1993). Jak je uvedeno v tabulce €. 2, po zavedeni vldkna do a.cerebri media

poklesne pritok krve n€kterymi oblastmi mozkové klry na méné nez 15 % phvodni

hodnoty. Letalita béhem 48 hodin dosdhla az 92,7 %, pficemZ k nejvice poskozenym

oblastem patfila frontoparietdlni kiira. Cileny uzavér a. cerebri media je vSak jen

vyjime¢né pozorovdn u novorozencl, a proto nebyl soucasti experimentalniho

protokolu.

Tabulka 2. Regionalni mozkovy priitok u potkana v modelu jednostranného uzaveru a.

cerebri media intraluminalnim viaknem.

Uzéavér Uzavér a reperfuze

Oblast mozku | kontroly

1 hod 2 hod 3 hod 1+2 hod 3+3 hod
stejnostranna
FrPaM 1,58+0,25 | 0,94+0,10" | 0,88+0,04* | 0,75+0,19% | 1,78+0,22 0,5620,03!
FrPaSS 1,4240,21 | 0,19+0,08* | 0,09+0,04* | 0,08+0,06* | 0,96+0,22! 1,56+0,18
CPu(L) 1,62+0,19 | 0,04+0,02* | 0,03+0,02* | 0,02+0,01* | 0,97+0,18! 1,3340,15
CPu(M) 1,5340,14 | 0,62+0,15* | 0,53+0,10% | 0,49+0,14* | 1,35+0,10 0,77+0,12!
druhostranna
FrPaM 1,54£0,22 | 1,49+0,15 | 1,4340,23 | 1,5240,25 | 1,830,19 1,44+0,15
FrPaSS 1,3940,19 | 1,69+0,16 | 1,59+0,22 | 1,1740,20 | 1,88+0,17 1,4240,18
CPu(L) 1,6540,17 | 1,63+0,12 | 1,65+0,17 | 1,3140,23 | 1,7740,22 1,4140,21
CPu(M) 1,5540,12 | 1,73+0,13 | 1,60+0,18 | 1,42+0,16 | 1,76+0,13 1,4610,19

*  p<0,01 v porovnani s kontrolami; !

p<0,01 v porovnani s kontrolami a dal$imi

hodnotami skupiny uzavér a reperfuze FrPaM (frontoparietalni klira, motoricka oblast),
FrPaSS, frontoparietalni kura,

somatosenzoricka oblast;
komplexu caudatus-putamen; CPu(M), medidlni ¢ast komplexu caudatus-putamen.

Hodnoty jsou uvadény v jednotkéch ml/g tkdné/min

( podle Nagasawa, Kogure, 1989).
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Ischemického poskozeni mozku lze dosdhnout také pouzitim svételného paprsku
o vlnové délce 520 - 570 nm zaméfené¢ho na oblast pribc¢hu a. cerebri media, je-li
nékolik minut pfed touto procedurou zvifatim do Zily infundovana bengalska Cervern.
Dtsledkem ozafeni je peroxidace lipidi v membranach endotelovych bunék, ktera
zpusobi postupné vytvoreni intraluminalni trombdzy. Velikost vznikajici 1éze je mozné
ovlivnit intenzitou nebo délkou expozice osvitu a davkou bengélské cervené (Watson a

spol., 1985; Nakayama a spol., 1988; Koroleva a spol., 1998).

Embolizacni modely

Patii mezi jednoduché metody, protoze nevyzaduji kraniotomii. Nevyhodou je
skute¢nost, zZe nelze zcela presné vymezit rozsah a lokalizaci poSkozeni. K embolizaci
lze pouzit velmi malé (mensi nez 100 pm) fragmenty homolognich krevnich srazenin
nebo karbonové ¢i silikonové mikrokuli¢ky do priméru 35 pm (Kaneko a spol., 1985;

Overgaard a spol., 1992).

Endothelinovy model mozkové ischémie

Model je ve srovnani s operacni metodou dle Tamury a spol. (1981) jednodussi.
Vyslednd distribuce infarktového lozZiska je témét stejnd jako u opera¢niho uzavéru a.
cerebri media. Pokles hodnoty regionalniho pritoku krve je zobrazen v nésledujici

tabulce.
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Tabulka 3.  Regionalni mozkovy prutok krve mozkem potkana (rCBF) po uzaveru a.

cerebri media a po podani endothelinu E-1.

o . Kontralateralni
Vzorky Ischemicka m.klira . Pons
m.ktra
mozkové tkané
(skupiny) E-1(100
kontrola E-1(100 nM) kontrola | E-1(100 nM) | kontrola

nM)

rCBF(ml/100g/min) | 53£18*** | 49+]5%** 94+23 98+24 132440 | 13345

* vyznamny rozdil v porovnani s hodnotami CBF v kontralateralni mozkové kiife;

** yyznamny rozdil hodnot pfi srovnani s hodnotami CBF pontu. E-1, endothelin-1;
Kontrola ve skuping ischemické mozkové kury, potkani s uzdvérem ACM; Kontrola ve
skupin¢ kontralateralni mozkové kiiry, potkani s norméalnim rCBF v ACM

(upraveno podle Chi Za Oak a spol., 2001).

Zvlastni pripady fokalni ischémie

Model vychazi ze subdurdlni infuze neheparinizované autologni krve v
mnozstvi 0,4 ml. Vznikly akutni subdurdlni hematom svym tlakem na mozkovou kiiru
vede k mikrovaskularnim uzavérim a k rozvoji loZiskového ischemického poskozeni
(Fujisawa a spol., 1994; Kozler 2002). Model nema ptesné lokalizované poskozeni, coz
je jeho nevyhodou.

Dalsim specialnim modelem je ischémie pozorovand u potkana se spontanni
hypertenzi (SHRSP), ktery je neobycejné citlivy vii€i riznym technikam cévni okluze,
které jsou dobie tolerovany u normotenznich druhti. Okamoto a spol. (1974) jako prvni
popsal vysokou incidenci cévni mozkové piihody u tohoto kmene (u samcti dokonce
vice nez 80 %). Vyvoj mozkové ischémie u tohoto kmene vyznamné ovliviiuji dietni
faktory (Ginsberg a Busto, 1989). Vzhledem k vyskytu fady podobnych morfologicko-

angiografickych znakti mezi SHRSP a clovékem je tento model vhodny pro

experimentalni studie mozkové ischémie u ¢loveéka (Yamori a spol., 1976).
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1.2.3. Je animalni model mozkové ischémie i modelem schizofrenie?

Perinatalni hypoxie/ischémie patii mezi zevni faktory prostfedi, které, podobné
jako proteinova malnutrice ¢i virova infekce, narusuji normalni vyvoj mozku (Trojan a
Stastny, 1988). Predpoklada se, e na zakladé genetické predispozice predstavuje
hypoxie plodu a novorozence rizikovy faktor pro vznik psychotického onemocnéni.
Vzhledem k nejasné etiologii schizofrenie vSak neni moZné vytvofit model vyznacujici
se jeho Uuplnou konstrukéni a fenomenologickou wvalidity. Proto vétSina
neurovyvojovych modelll ma heuristicky charakter (Bubenikova a spol., 2003) a jejich
validita byva nizsi neZ u modelt genetickych. Pro simulaci perinatadlniho hypoxicko-
ischemického poskozeni jako rizikového faktoru schizofrenie jsme vybrali technicky
dobte reprodukovatelny a v minulosti ¢asto pouzity model zaloZeny na prechodném
podvazu obou spoleénych krkakvic (Jilek a spol., 1957; Stastny a spol., 1971; Smith a
spol., 1984).

Prvni otazkou bylo, jakd je fenomenologickd validita tohoto animalniho
modelu? Abychom mohli zodpovédét nami poloZenou otdzku musime nejprve popsat
hlavni ptfiznaky schizofrenie, ale také zmény chovani charakteristické pro animalni
modelovani psychozy. Zakladni srovnavané charakteristiky chovéani pozorované u osob
trpicich schizofrenii (pozitivni a negativni pfiznaky, deficit kognitivnich funkci) a u
potkanli s modelovou psychézou (zmény chovani v testu ,,volného pole®, v akustické
ulekové reakci a v prostorovém uceni ve vodnim bludisti). V této souvislosti je vhodné
odkazat na nize uvedeny ptehled autorii Lipské a Weinbergera z roku 2000 (viz tabulka
C. 4). Z ptehledu vyplyva, Ze charakteristiky chovani potkana je moZné, s potfebnou

mirou validity, pfirovnat ke zménam chovani pozorovanym u pacientd s psychdzou.
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Tabulka 4. Klinické aspekty schizofrenie a zmény chovani v animalnim

modelu schizofrenie.

Klinické Charakteristiky chovani potkana | Zmény chovani v
priznaky animalnim modelu
schizofrenie schizofrenie
PSYCHOTICKE Lokomoc¢ni aktivita (napt. draha za | Hyperlokomoce
SYMPTOMY casovou jednotku ) indukovana
dopaminergnimi latkami
a antagonisty NMDA
receptoril
STEREOTYPNI Opakovani jednotlivych behaviordlnich | Stereotypie indukovana
CHOVANI aktivit, které maji trvani krat$i nez Is | dopaminergnimi latkami
(napf. kyvani hlavou, ¢ichani, atd.) a antagonisty NMDA
receptortil
VULNERABILITA | Lokomoc¢ni aktivita (napf. drdha za | Hyperlokomoce
NA STRES casovou jednotku ) indukovana stresem
DEFICIT VE Prepulzni inhibice ulekové reakce: PP1 | Deficit v PPI a ve vIin¢
ZPRACOVANI P50
INFORMACT
DEFICIT V Meéteni odpovédi na podnét podminény | Deficit latentni inhibice
POZORNOSTI jinym podnétem (napf. zvuk, svétlo), | po podani amfetaminu
kdy je zvite pred podminénym | nebo antagonisti NMDA
podnétem  vystaveno  samotnému | receptorii
stimulu (svétlo, zvuk)
KOGNITIVNI Testovani paméti v Morrisové vodnim | ZhorSeni prostorové
DEFICIT bludisti nebo v radidlnim bludisti pameéti
SOCIALNI Doba kontaktu dvou 1 vice zvifat | SniZeni socialniho
DEFICIT v ohrani¢ené aréné kontaktu mezi zvifaty po
podani antagonistil
NMDA receptorii

(Upraveno podle Lipské a Weinbergera, 2000)
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Podle provedenych srovnavacich studii dospéje mozek potkana stupné ,,zralosti*
donoSeného novorozence teprve na konci 2. tydne Zivota po narozeni (mezi 10.-14.
PND). V dob¢ narozeni je mozek novorozené¢ho potkana méné diferencovany nez
mozek lidského novorozence (Romijn a spol., 1991; Quinn, 2005). Vzhledem k této
skutecnosti byla v naSem modelu vSechna mladd’ata vystavena ischemické epizod¢ 12.
PND.

Ischémie zpiisobuje podobné zmény v regiondlnim priatoku krve mozkem (CBF)
jak u ¢lovéka, tak i u zvifat s tim, Ze pfipadné rozdily vyplyvaji z odliSnosti anatomické
stavby krevniho feci§t¢ 1 mozku samotného. Pfi poklesu CBF pod 20 ml/100g/min
vznika u ¢loveéka a primath infarktové lozisko, které doprovazi rozvijejici se mozkovy
edém. Jak uvadi Payan a spol. (1965) pouzivajici model dvou- i jednookluzivni
mozkové ischémie, existuji proto vyznamné rozdily v ¢asné pooperacni mortalité nejen
mezi jednotlivymi druhy savcl, ale i mezi jednotlivymi kmeny téhoz druhu.
Neptekvapi proto, ze kmeny Lewis, Holtzman ¢i Wistar maji pfi oboustranném uzavéru
krkavic nulovou mortalitu, zatimco kmeny potkanli s oznaCenim ACI nebo F344
vykazuji téméf 100% mortalitu. NaSe zkuSenosti s technikou dvouvaskularniho modelu
potvrdily vice nez 85% mortalitu (do 24 hodin) u dospél€¢ho potkana, pokud se jednalo
o trvaly oboustranny uzavér spole¢nych krkavic. Mnohem Iépe byla tolerovana docasna

hodinova ischémie u 12dennich mlad’at, jejichZz pooperacni mortalita nepfesahla 10 %.

I.3. PERINATALNI A CASNE POSTNATALNI MOZKOVA
ISCHEMIE JAKO JEDEN Z MOZNYCH PRICINNYCH FAKTORU
SCHIZOFRENIE

1.3.1. Definice a vyskyt schizofrenie

Schizofrenie (SCZ) je definovana jako soubor symptomi, které jsou shrnuty
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v diagnostickych manualech DSM IV a ICD 10. Nejen jeji pficiny, ale i zastoupeni
jednotlivych projevy je rizné. Dokonce ani negativni ptiznaky nejsou zcela specifické
pro schizofrenii, nebot' se vyskytuji i u organickych poruch, zejména v disledku
poskozeni frontdlnich lalok. Zatimco negativni pfiznaky vznikaji v dasledku
vyvojovych a degenerativnich procesti jako disledek hypofunkce glutamatergniho
systému, pozitivni symptomy vétSinou odrazeji nadmérnou aktivitu mezolimbického
dopaminergniho systému (Carlson, 2004).

Podle epidemiologickych vyzkumii se SCZ vyskytuje témef rovnomérné ve
vSech castech svéta scelozivotni prevalenci 1,4-1,6 pfipadi na 1000 obyvatel
(Jablensky, 1997). Mezi piiznaky SCZ patii také kognitivni deficit, ktery zahrnuje
problémy s orientovanou pozornosti, vizualnim a verbdlnim vybavovanim, pracovni
paméti a exekutivnimi funkcemi (Heaton a spol., 1994). Proto jiz Liddle v roce 1987
rozdelil ptiznaky SCZ do tii nezavislych syndromologickych skupin: syndrom psycho-

motorického Utlumu, syndrom dezorganizace a syndrom zkreslené skute¢nosti.

1.3.2. Schizofrenie a mitochondrialni dysfunkce

Prestoze v soucasné dobé nezname piesnou pficinu tohoto zavazného dusevniho
onemocnéni, 1ze se na zdklad¢ experimentalnich praci z poslednich let domnivat, Ze
klicovym patofyziologickym mechanismem je poskozeni funkce mitochondrii, jako
hlavniho energetického zdroje buiiky (pro piehled viz Stastny a spol. 2007). Existuji i
urCité vazby mezi aktivitou dychaciho ftetézce v mozkovych mitochondriich a
hladinami dopaminu v dopaminergnich strukturdch mozku. V této souvislosti je tfeba
uvést, ze v nékterych oblastech mozku (frontdlni mozkova kura, stridtum a substantia
nigra) byly u pacientl trpicich SCZ skutecné prokdzédny zmény v poctu a tvaru
mitochondrii (Uranova a spol., 1989). V souvislosti stim Kung a Roberts (1999)

popsali vyznamny pokles hustoty synapsi, které obsahuji velmi aktivni subpopulaci
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mitochondrii ve skupiné neléCenych schizofrenikii, zatimco u nemocnych, ktefi
podstoupili antipsychotickou lé¢bu, byla hustota téchto struktur vétSinou na drovni
kontrolnich osob bez neuropsychiatrické anamnézy. V oligodendrocytech, které patii k
nejvice postizenym nervovym buiikdm u schizofrenikd viibec, popsala Uranova a spol.
(2001) vyznamny (33%) pokles jak poctu, tak i velikosti mitochondrii, a to predevsSim v
nucleus caudatus a v prefrontdlni kiife. Pouziti pozitronové emisni tomografie (PET),
funk&ni magnetické rezonance (fMRI), magnetické rezonanéni spektroskopie (*'P-
MRS) nebo jednofotonové emisni tomografie (SPECT) pak opakované potvrdilo
snizenou uroven prokrveni a predpokladany pokles metabolismu piedevsim v oblastech

¢elnich a spankovych laloki, talamu a v bazalnich ganglii (Shachar, 2002).

1.3.3. Vyznam mitochondrialniho systému OXPHOS u schizofrenie

Systém oxidativni fosforylace, nachazejici se v mitochondriich (tzv. OXPHOS)
a lokalizovany do vnitini mitochondrialni membrany, postihuje u pacientli se SCZ tfada
zmén. Mezi nejvice postizené Casti tohoto systému patii komplex I a IV. Cavelier a
spol. (1995) nalezli snizenou aktivitu komplexu IV — tj. cytochromoxidazy ¢ - o 43 %
ve frontalni klife a 0 63 % v nucleus caudatus oproti kontrolni skupiné osob. Maurer a
Moller (1997) potvrdili pokles aktivity tohoto komplexu ve frontdlni, ale 1 v temporalni
¢asti mozkové kiry u osob se SCZ. Naopak v oblasti putamen byla prokazana zvySena
aktivita nejen komplexu IV, ale i komplexu II — tj. sukcinat dehydrogendzy (Prince a
spol., 1997). Existuji vSak i préce, které Zadné vyznamné zmény aktivit vySe uvedenych
soucasti OXPHOS systému nezaznamenaly. Pfitom zmény v aktivitich uvedenych
komplexii nenalezneme pouze v centralnim nervovém systému, ale také v trombocytech
a lymfocytech a to nejen u schizofrenikd, ale i u pacientd s Parkinsonovou chorobou ¢i
Alzheimerovou demenci.

Rozsahld studie Dror a spol. (2002) ukazala na mozny vztah mezi aktivitou
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mitochondridlniho komplexu [ a stddiem schizofrenie. V krevnich destickach
nemocnych se schizofrenii autofi prokdzali vyznamné zvySené hladiny mRNA a
bilkovinnych podjednotek 24 a 51 kDa pro tento komplex. Zatimco v akutnim stadiu
byl zjistén vyznamny vzestup aktivity komplexu I, u chronickych pacienti jeho aktivita
poklesla az na 53 % kontrolni hodnoty, a to v souvislosti s pfedpoklddanym pifimym
inhibi¢nim G¢inkem 1écby antipsychotiky. Tento G¢inek se u jednotlivych antipsychotik
1i8i, pficemz nejvyraznéji je vyjadien u haloperidolu. Soucasné byly popsany zmény
genové exprese majici vztah k uvedenym mitochondridlnim komplexi ve vzorcich
autoptické mozkové tkand ziskané od osob se schizofrenii (blize viz Stastny a spol.,

2007).

1.3.4. Dopaminova versus glutamatova hypotéza schizofrenie

Jednou z moznych hypotéz vzniku schizofrenie je zvySend aktivita
dopaminergniho systému v nékterych oblastech mozku pacienti se schizofrenii.
Hypotéza vychézi z poznatku, Ze antipsychotika jsou schopna inhibovat dopaminové
receptory a ze nepiimi agonisté dopaminu zpusobuji akutni psychotické piiznaky
podobné schizofrenii (Carlsson, 1988). Jak uvadi Boksa a spol. (2004) existuje cela
fada studii, které potvrzuji zménu hustoty jak dopaminovych receptorti D1 az D4, tak i
zménu aktivity transportéru pro dopamin (DA) u SCZ. Vzhledem k tomu, ze do
metabolismu DA vyznamné zasahuje enzym monoaminoxiddza (MAO), kterd je
pfitomna na zevni strané mitochondridlni membrény, je velmi pravdépodobné, Ze tento
enzym muze interagovat s mitochondridlnim OXPHOS systémem. Doklada to studie
Przedborského a spol. (1993), kterd ukazala, ze zvySena koncentrace DA u potkant
souvisela s poklesem aktivity mitochondridlniho komplexu I a hladiny ATP ve striatu.
Lze proto predpokladat, ze jak dopaminové receptory, tak i mitochondridlni systém

OXPHOS hraji vyznamnou tlohu v patofyziologii schizofrenie a prostfednictvim jejich
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ovlivnéni je moznd i farmakologickd intervence. Podobné vztahy existuji na strané
jedné mezi glutamatergni neurotransmisi zajiStovanou ionotropnimi glutamatovymi
receptory a transportéry pro glutamat (uplatiuji se na vice nez 50 % vSech synapsi
v mozku !) a na stran¢ druhé, systémem OXPHOS, ktery reprezentuji jak mitochondrie
v nervovych zakoncenich, tak i mitochondrie v télech neuront.

Aktivitu dopaminergniho mesolimbického a mesostriatdlniho systému ovliviiuji
nejen stresové faktory a navykové latky, ale 1 perinatadlni hypoxie. Klicovym
neuroprotektivnim a neurotrofickym astrocytarnim faktorem, jehoz zmény exprese byly
jiz dfive prokazany, je bazicky ristovy faktor pro fibroblasty (bFGF; ,basic fibroblast
growth factor®). Je zndmo, Ze jeho exprese u laboratorniho potkana kratce po narozeni
je velmi nizka a rychle stoupa do 20. PND. Jinak je tomu u ¢lovéka v ptipadé prob&hlé
porodni hypoxie, ktera vyvola pokles bazalni exprese bFGF ve ventralnim tegmentu a v
pars compacta substantia nigra po dobu 2 tydnd, v oblasti tegmenta je dokonce mozné
tento pokles pozorovat jesté 3,5 mésice po porodu (Flores a spol., 2002).

Stim souvisi 1 zména glutamatergni neurotransmise, a predevS§im ucast
ionotropnich glutamatovych receptort v etiopatogenezi tohoto onemocnéni. Pomoci
metod receptorové autoradiografie a in situ hybridizace byl u nemocnych se
schizofrenii prok4dzan pokles AMPA-receptortt v hipokampu (v oblasti CA2). V gyrus
dentatus byly také zjiStény vyznamné niz§i hladiny mRNA pro NR1 podjednotku
NMDA receptoru a v CA2 hipokampalni oblasti naopak vyznamny vzestup mRNA pro

podjednotky NR2B téhoZz heteromerniho receptoru (Gao a spol., 2000).

1.3.5. Hypotéza nerovnovahy druhych posli a metabolismus fosfatidylinositolu
Jak 1,4,5-inositoltrisfosfat (IP3), tak i 1,2-diacylglycerol (DQG) patii mezi hlavni
produkty fosfatidylinositolové hydrolyzy. IP; sdm ma dualezitou funkci 2. posla pfi

uvolnéni vapnikovych iontli z nitrobunéénych zasob a to jiz v submikromolarnich
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koncentracich (Rittenhouse a Sasson, 1985). Tato jeho Uloha miiZze mit vyznam i
v patofyziologii toxické nebo chronické psychozy schizofrenniho typu.

Zvysend akumulace druhé zuvolilovanych signalnich molekul v krevnich
desti¢kach nemocnych se schizofrenii pravdépodobné zplsobuje na DG zavisejici
sniZzeni fosfatidylinositolové hydrolyzy a nasledné vede k defosforylaci IP; a ke zméné
funkéniho zkratu IP3/Ca®". Metabolismus fosfatidylinositolu je narusen také stimulaci
dopaminovych D, receptorl. Povazuje se za prokazané, ze u urcit¢ podskupiny
schizofrennich nemocnych (zejména s pozitivnimi pfiznaky) lze zjistit abnormality
v metabolismu fosfoinositidii nejen v krevnich destickach, ale i v riznych oblastech
mozku, predevS§im pak v mozkové klire (Kaiya, 1992). Prace ukazuje, Ze v povrchové
membrané krevnich desti¢ek u této skupiny pacientli dochazi ke zméndm metabolismu
fosfolipidli a soucasné se vyznamné meéni i jejich na membranu vézané mnoZzstvi.
Fosfatidylinositolbisfosfat (PIP,) a inositoltrisfosfat (IP;) dosahuji u schizofrenikli
vyznamné vysSich hladin nez u zdravé populace. Tato dlouhodobé zvySena produkce
IP; miZe prostiednictvim receptor ovliviiovat uvoliiovani nitrobunééného vapniku ze
struktur endoplazmatického retikula (Das a spol., 1992).

Podobné jako v pfipadé IP; nalezneme u schizofrenie poruchu funkce v systému
cyklického adenosinmonofosfdtu (cAMP) a pfislusné proteinkinazy. Mezi jinymi to
dokladd prace Tardity a spol. (2000), ktefi prokdzali vyznamny pokles hladiny
regulacnich podjednotek RI a RII na cAMP-zavislé proteinkindzy (proteinkinazy A)

u nemocnych se schizofrenii.

1.3.6. Neurovyvojova hypotéza schizofrenie

Neurovyvojova hypotéza schizofrenie vychazi z predpokladu, ze SCZ, resp.
predispozice k tomuto onemocnéni, mize byt podminéna pre- nebo perinatalnim

poskozenim mozku, které ovlivni jeho dalsi vyvoj (obrazek ¢.1). Dukazi, které
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potvrzuji platnost této teorie piibyva soub&zné stim, jak narGistd pocet
epidemiologickych, klinicko — patologickych i experimentalnich studii zabyvajicich se
touto otazkou. Pfi pouZziti neurovyvojovych animalnich modeld je mozné ovéfit vyznam
ruznych faktort, které se uplatituji béhem prenatdlniho, perinatalniho nebo 1 Casné
postnatalniho vyvoje s cilem objasnit vybrané patofyziologické zmény, které se mohou
podilet na vzniku tohoto onemocnéni. Tyto modely maji sviij zdklad v experimentalnim
ovlivnéni vyvijejiciho se mozku, které vede ke zméné jeho funkce a ma disledky pro
modelové chovéni zvifete v casné dospélosti. Piikladem muize byt malnutricni model
zaloZeny na podvyzive potkanich mlad’at, model virové infekce (napt. chiipkovy virus,
Borna virus nebo proteinové komplexy viru HIV-1), ¢i piisobeni stresu (napf. separace
mlad’at od matky) (Bubenikové a spol., 2003).

Mezi faktory, u nichZ lze pfedpokladat pti¢innou souvislost se vznikem SCZ,
patii téz hypoxie nebo ischémie mozku. V klinické praxi se jedna o skupinu komplikaci
béhem teéhotenstvi a porodu (Cannon a spol., 2000; Hultman a spol., 1997; McNeil a
spol., 2000). Pfitom prace McNeila a spolupracovnikii vyzdvihuje vyznam komplikaci
souvisejicich bezprostfedné s porodem, zatimco Hultmanova skupina klade vétsi diraz
na komplikace pred narozenim. Neurovyvojova hypotéza také predpoklada, ze jiz
v pribéhu vyvoje ditéte jsou pfitomny nékteré subklinické pfiznaky nemoci. Dokladem
toho jsou studie, které prokazuji deficit pozornosti nebo existujici neuromotorické
poskozeni u déti, u kterych byla pozdéji diagnostikovana SCZ (Erlenmeyer-Kimling,

2000).
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DNA GENOVA EXPRESE VIR TOXINY VYZIVA PORODNIKOMPLIKACE

T

PATOFYZIOLOGIE: vyvoj mozku od poceti do casné dospélosti (migrace

neurontl, synaptogeneze, apoptoza)

Anatomické a funkéni poSkozeni v neuronélni konektivité a komunikaci

Zhorseni kognitivnich procest

SYMPTOMY SCHIZOFRENIE (halucinace, negativni symptomy)

Obrazek 1. Neurovyvojova hypotéza vzniku schizofrenie (upraveno podle Andreasen,

2000).

Vsechny vySe uvedené faktory mohou naruSit normalni vyvoj jedince ve fazi
jeho pre- nebo casné postnatalniho vyvoje. Nezodpovézenou otazkou vSak i1 nadale
zustava, zda-li k rozvoji ptiznakli SCZ staci pouze jediné setkani s vyvolavajicim
faktorem (noxou). Nedavné prace totiz ukazuji, Ze samotné Casné vyvojové faktory
spolu s genetickym rizikem jen zvySuji nachylnost k této nemoci a je proto tieba jesté
dalSich faktorti prostfedi, které plsobi v pozdni fazi vyvoje pifed dosazenim pohlavni
dospélosti. Tato forma neurovyvojové hypotézy je oznaCovéana jako tzv. ,two-hit*
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hypotéza (obrazek €. 2). Vychazi z principu, ze Casné faktory tzv. ,first hit* zvySuji
pravdépodobnost postiZzeni jedince nékterym ze skupiny pozdnich faktori tzv. ,,second

hit* (Van den Buuse a spol., 2003).

porucha wywolana

iy prostied \|
Zadné

wywljedicl se NOMMANT | ey douhodobé
NS ChE zmény chovani

WyWOTOVA
porucha

wywijedicl se wilnerabilni diskremi
S CrHS zmeény chowvani

1. wywojova 2. porucha wyvolana
porucha \I iy prostied \I

vyviejicl se wiIner abilni . .
R — NG -3 { schizofrenie

Obrazek 2. Schematické znazorneni tzv. “two-hit“ hypotézy schizofrenie (prevzato

z Van den Buuse, 2003)

1.3.7. Porodni komplikace a jejich vyznam jako rizikového faktoru schizofrenie

Z obecného hlediska 1ze porodni komplikace rozdélit do 3 skupin: (1)
komplikace postihujici matku v pribchu téhotenstvi, (2) abnormalni vyvoj plodu a (3)
komplikace souvisejici s vlastnim porodem a obdobim tésné po porodu. Shrnuti a vycet
jednotlivych typi komplikaci provedl v letech 1995-2001 Cannon a spol. (2002) na
zakladé meta-analyzy 8 velkych souboril osob. Uvedl 31 porodnich komplikaci, jejichz
spoleénym rysem je vznik schizofrenniho onemocnéni v dospélosti. O’Callaghan se
spolupracovniky (1992) gzjistili, ze u pacientll s pozitivni anamnézou porodnich
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komplikaci se prvni ptiznak SCZ nejcastéji objevuje mezi 20.-25. rokem Zivota.

Jednotlivé klinické komplikace ptichazejici v pribéhu té¢hotenstvi v tvahu jako
rizikové faktory lze v experimentu simulovat pomoci animalnich modelti a nasledné je
charakterizovat na podkladé morfologickych, neurochemickych nebo behavioralnich
zmén. Mezi porodni komplikace prvni skupiny patii gestacni diabetes, inkompatibilita
Rh faktoru, krvaceni a preeklampsie. Abnormalni vyvoj plodu je podminén poruchou
nitrod€lozniho vyvoje, infekci novorozence ¢i matky, nebo stresem matky v dobé
gravidity. Mezi vlastni porodni komplikace patii porod cisarskym fezem a hypoxie
plodu ¢i novorozence (Boksa, 2004).

Ze spektra sledovanych porodnich komplikaci byla statisticky vyznamna pouze
preeklampsie. Za piekvapivé, a nesnadno interpretovatelné, je pozorovani provedené
El-Khodor-em a Boksou (1998), kteti v animalnim modelu prokézali vétsi poSkozeni
mozku pfi porodu cisaiskym fezem nez v disledku porodni hypoxie. Pfitom je znamo,
ze nedostatek O, v prib&hu porodni hypoxie miiZze zplsobit rlzny stupen ztraty
nervovych bunék (tzv. neurondlni ,profezavani“) v nckterych oblastech mozku
spojujici se s veétSim synaptickym profezdvanim v obdobi dospivani, které je
pozorovano u osob trpicich SCZ. Jako duasledek fetdlni hypoxie proto pozorujeme
zmensSeni objemu Sedé hmoty a zvySeni produkce mozkomiSniho moku u schizofrenikt
1jejich sourozencti (Rapoport a spol., 2005).

Vyznam porodnich komplikaci, v€etné mozkové hypoxie/ischémie je vSak ve
svych souasnych zavérech nejednoznacny. Proto jsme vyuzili moznosti, které nam
davéa animalni model zaloZeny na vyvojovych disledcich ¢asné (neonatdlni) ischémie
mozku pro chovani jedince. Ptfipadné zmény by bylo mozné oznacit za podobné
psychotickému chovani c¢lovéka, které by pies nepochybnd omezeni, jichz jsme si

védomi, mohla byt extrapolovana i na subpopulaci osob trpicich SCZ.
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II. CILE PRACE

Ve snaze odpovédet na otazku, zda perinatalni ischemicka epizoda u clovéka,
v pfipad¢ potkana ¢asna neonatdlni ischémie mozku, ma patofyziologicky vyznam pro
vznik schizofrenie, jsme si vyty¢ili nasledujici cile:
1. Zjistit, zda 1-hodinu trvajici podvaz obou spolecnych karotid potkana 12. PND
miZze byt provazen zménami napéti krevnich plyna v jeho krvi;
2. Zjistit, zda tato kratkodoba mozkova ischémie ovlivni aktivitu GGT (pouzita
jako mozny indikator ischemického poSkozeni) u potkaniho mladéte za 24 nebo 48 h
anebo u dospélého jedince 50. PND (za 38 dni po ischémii).
3. Zjistit, zda zmény v koncentraci cAMP a IP; (pouzity jako moZzné indikatory
casného ischemického poskozeni mozku) lze prokazat i v obdobi ¢asné dospélosti (38
dni po ischémii).
4. Zjistit, zda casné ischemické poskozeni mozku potkana zpisobi zmény ve
vyvoji jeho chovani charakterizované:
a) projevy socialniho a hravého chovéani mladat,
b) reakci na nové prostredi (test ,,volného pole®),
c) akustickou ulekovou reakci a jeji prepulzni inhibici.
5. Zjistit, zda ndmi vypracovany animalni model mozkové ischémie vhodnym
zpusobem navozuje situaci vybraného typu porodni komplikace u lidského plodu (a
novorozence) jako rizikového faktoru pro pozdéjsi vznik SCZ.
6. Provést srovnani animélniho modelu kratkodobé mozkové ischémie
s heuristickymi modely v minulosti studovanymi v Laboratoii biochemie a
patofyziologie mozku Psychiatrického centra Praha, které byly zaloZeny na
neonatalnim poskozeni mozku potkana 12. PND kyselinou chinolinovou (QUIN) nebo

N-acetyl-L-aspartyl-glutamatem (NAAG).
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III. MATERIAL A METODY

IIL.1. LABORATORNI ZVIRATA

V experimentalni studii jsme pouzili laboratorni potkany kmene Wistar/Hann
z chovného zafizeni v Kolarovicich. S kojici matkou bylo pravideln¢ doddano 10 mlad’at
ve véku 9. PND, tj. 3 dny pfed jejich pouzitim v experimentu. V jednom vrhu bylo 8
mladat samc¢iho a 2 mladdata samiciho pohlavi). Pied chirurgickym zakrokem
planovanym na 12. PND byla mlad’ata chovéana v pfirozeném svételném rezimu 12 hod
svétlo/12 hod tma, pfi€emz svételny rezim byl ménén v 7 hodin rano a v 19 h vecer.
V chovné mistnosti byla stala vlhkost vzduchu (50 + 20 %) a teplota (22 + 2 °C).
VSechna mlad’ata byla 28. den odstavena od matky, rozdélena podle pohlavi a samecci
byli dale zatazeni do 3 skupin (skupina intaktnich (tzv. naivnich), kontrolnich a
pokusnych zvitat). K pitné vod¢ a k peletované potravé (dieta ST-1) méla zvitata volny
pristup.

VSechna pozorovani byl pfedem schvalena odbornou komisi pro praci
s laboratornimi zviraty pfi 3. LF UK a provedena v souladu se zdkonem 246/1992 Sb.
na ochranu zvifat proti tyrani a ve smyslu znéni vyhlasky 311/1997 Sb a 207/2004 Sb

s nafizenimi EU.

IIL.2. DVOUVASKULARNI MODEL KRATKODOBE MOZKOVE
ISCHEMIE: OPERACNI PROTOKOL

Potkani samci byli 12. PND operovani v inhala¢ni halotanové anestézii za
pouziti systému Fluovac (obrdzek 3). V tvodu mlédd’ata inhalovala smés 2,5-3 %
halotanu s 95 % kysliku a 5 % oxidu uhli¢ité¢ho. Déle jsme v anestézii pokracovali
smési 1 %-1,5 % halotanu. Rektalni teplota byla konstantné udrzovana na 36,5 + 0,5 °C
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pomoci vyhtivaci podlozky. Kazdé zvife bylo upevnéno hibetem k opera¢nim stolku.
Po dezinfekci operacniho pole jsme vpiedu na krku provedli vertikdlni fez ve stfedni
care. Pod operacnim mikroskopem jsme medidlné od obou kyvach pronikli ke
spoleénym krkavicim a izolovali je od okolnich struktur (obrazek 4 a 5).
Oboustranného tepenného uzavéru bylo dosazeno podvleCenim a dotazenim vlaken
orsilonu 4/0. Ranu jsme uzavieli jednim adaptaénim stehem. Doba ischémie trvala 60
minut. Po dobu trvani tepenného uzavéru jsme zvife navratili zpét do chovného boxu.
Potom jsme jednotlivd potkani mlad’ata znovu anestezovali a obé pfilozené ligatury
operacné odstranili.

V obdobi od bifezna 2001 do srpna 2002 jsme operovali celkem 114 12dennich
mlad’at, pfiCemz mortalita do 24 hodin ¢inila 7 % (tj. 8 zvifat ze 114). PoSkozeni
spojené se silnym krvacenim jedné zkarotid béhem deligatniho zakroku jsme

zaznamenali v dalSich 7 ptipadech.

TEL: 01260 27

TION
THIS UNIT MUST NO:

Obrazek 3. Zarizeni pro inhalacni anestézii laboratornich hlodavcii — systém Fluovac
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Obrazek 4. Schematické znazornéni anatomicko-topografickych vztahu v kréni oblasti
dospélého potkana. Cervend Sipka zndzoriuje misto, kde byla priloZena ligatura (podle

Greene, 1959)
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Obrazek 5. Makroskopicky obraz vlastniho operacniho pole ve fazi pred podvazem

obou spolecnych krkavic (foto autora)

I11.3. ODBER VZORKU KRVE A STANOVENI HODNOT NAPETI
KREVNICH PLYNU

Pro ovéfeni stupné¢ mozkové ischémie jsme nahodné ze skupiny kontrolnich a
ischemickych mlad’at vybrali po 10 z nich pro kazdou skupinu. Pro orientaci bylo
vy€lenéno 5 mlad’at ke stanoveni hodnot krevnich plynii také v krvi naivnich zvifat.
Vzorky krve u této skupiny byly odebrany kardidlni punkci.

U ischemické a kontrolni skupiny jsme po hodinové ischémii v lehké
halotanové anestézii u kazdého mladéte prerusili za mistem podvazu levou spole¢nou

krkavici. Do pfedem pfipravené heparinizované sklenéné kapilary o objemu 100 pl
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jsme odebrali vzorek arteridlni krve na vySeteni krevnich plynt. Oba konce naplnéné
kapilary byly uzavieny voskem a uloZeny do ledové tfiSte€. Stanoveni pH, napéti
krevnich plynt (O,, CO,) a koncentraci HCOs™ jsme provadéli na pftistroji pH/Blood

Gas Analyzer (firma Instrumentation Laboratory, typ 1620, Francie).

IIL.4. STANOVENI HLADIN CAMP V KREVNiI PLAZME A IP3
V KREVNICH DESTICKACH

Vzorky kardidlni krve (2,5 ml) byly odebrany kardidlni punkci do S-Monovette
(s niletem K'-EDTA) od 50dennich potkanti ve stfedni anestézii. Krev byla 2krat
centrifugovana pii 150 x g po dobu 15 min pii 4°C. Oba objemy krevni plazmy
obohacené destickami byly spojeny a 0,5 ml plazmy bylo dale centrifugovano pti 2000
X g po dobu 10 min pii 4°C. Ve zbytku plazmy jsme stanovili poCet trombocyti
v Blirkrové komtirce nebo pomoci programu pro obrazovou analyzu Lucie verze 4.6.
Plazma ziskana po centrifugaci byla odsata, zmrazena a ulozena pii —20°C az do doby
stanoveni cAMP pomoci RIA Kit (Immunotech, Francie), nikoliv v§ak déle nez 15 dni.
Trombocyty byly ihned resuspendovany v roztoku obsahujicim (v mM): HEPES 40,
NaCl 113, KCI 5,6, MgCl, 1,0 a Na,HPO,4 0,2 (pH7,2) a extrahovany do 0,2 ml ledové
20% kyseliny chlorist¢é a ponechany na ledu 30 min. Protein byl sedimentovan
centrifugaci pti 2000 x g po dobu 15 min pii 4°C. Ziskany supernatant byl titrovan 1,5
M KOH obsahujicim 60 mM HEPES scilem upravit pH na hodnotu 7,4
(bromtymolova modf byla pouzita jako pH indikétor). Precipitovany KClO, byl
odstranén centrifugaci a vzorky byly skladovany pii —20°C do doby stanoveni IP;
pomoci [*H]D-myo-inositol  1,4,5-trisfosfatového systému (Amersham, UK).
Metodicky postup vypracovala a vlastni stanoveni hladin ["’H]cAMP a [*H]IP; provedla

Ing. Véra Platilova, CSc.
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IIL.5. STANOVENI AKTIVITY GGT VMOZKU A V KREVNI
PLAZME

V lehké éterové anestézii jsme odebrali vzorek krve srde¢ni punkci pouzitim
jehly zavedené do levé srde¢ni komory. Odebrané vzorky krve jsme centrifugovali 30
minut pfi 3000 x g. V takto ziskanych vzorcich krevni plazmy jsme stanovovali aktivitu
solubilni formy y-glutamyltranspeptiddzy (GGT) za pouziti komeréni soupravy (GGT
kit, Lachema, CR).

Nasledné jsme rychle vybavili cely mozek a ulozili ho na ledem chlazenou
sklenénou desti¢ku. Z obou hemisfér jsme odebrali vzorky z fronto-parietdlni oblasti
mozkové kiiry a soucasné jsme vyjmuli i oba hipokampy. Vzorky mozkové tkané byly
bezprostiedn¢ po odbéru homogenizovany v izotonickém roztoku NaCl a
centrifugovany pii 1000 x g. Ziskané ,,proplachnuté* homogenaty vzorka tkané byly
resuspendovany v 1,5-2,0 ml ledové redestilované vody a nasledné pouzity ke
stanoveni membranové vazané aktivity GGT a celkového proteinu (blize viz Stastny a
spol. 1985; Stastny a spol., 1997).

U dospélych potkanti jsme stanovovali aktivitu GGT v mozku 50. PND po
podvazu obou krkavic, ktery trval 24 nebo 48 hodin. Tento model nam poslouzil
k ovéfeni doby pieziti a ke stanoveni zmén aktivity GGT. V dalsi fazi nasi studie jsme
pouzili stejného enzymatického markeru u 12dennich mlad’at. Vzhledem k vysoké
mortalité¢ dospélych potkani jsme plivodni dobu uzavéru obou spolecnych krkavic
zkratili u 12dennich mlad’at na 1 hodinu. Zatimco u dospélych potkanti byla aktivita
GGT stanovovana bezprostiedné po ischémii, u mladat jsme sledovali moZznost
pfetrvavani zmén aktivity tohoto enzymu i v ¢asné dospélosti. Proto byly odbéry

vzorkl plazmy 1 mozkové tkané provedeny az za 38 dni po ischémii, tj. 50. PND.
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IIL.6. SLEDOVANI SOCIALNIHO CHOVANI MLADAT A
REAKCE POTKANA NA NOVE PROSTREDI V TESTU
,,VOLNEHO POLE*

I11.6.1. Sledovani hravého chovani (,,social play behavior<)

Pro test hravého chovani byli vybrani potkani samci 22. PND, které jsme vlozili
do prihledného boxu o velikosti - délka: 40 cm, Sitka: 23 cm, vySka: 23 cm. Box byl
umistén ve zvukotésné mistnosti. V den pozorovani byla zvifata oddélena od matky a
sourozencl a po dobu 3,5 hodiny pfed vlastnim pozorovanim byla mldd’ata umisténa do
samostatného boxu. Pro vlastni pozorovani jsme pouZzili metodu podle Vanderschurena
a spol., (1995). Dyadicka interakce mlad’at byla zaznamendvana po dobu 15 minut,
pfiemz jednotlivé pary tvofila zvifata stejnych skupin (tzn. kontrolni vs. kontrolni
mlad¢, ischemické vs. ischemické mlade), jejichz hmotnostni rozdily byly mensi nez 10
g a ktera pochézela z odliSnych vrha.

Videozaznam chovéani zvifat byl nata¢en za pomoci videokamery (Panasonic)
pfipojené k videorekordéru (Panasonic VHS recorder). Pro dalSi vyhodnocovéni
zaznamu byl pouZzit program ,,AKTIVITY*(Donat P., 1991), ktery umoznil rozlisit
jednotlivé vzorce chovani z videozdznamu. Program byl vybaven generatorem
casovych impulst s frekvenci 0,1 sekundy, coz umoznilo pfesné€ stanovit cetnost, dobu
trvani 1 dobu prvniho vyskytu daného vzorce chovani.

V ramci experimentu byly rozliSovany a hodnoceny nasledujici kategorie.
Z divodu struéného a vystizného oznaceni jsme ponechali pivodni anglickou
terminologii:

1. pinning — jedno zvife lezi na zadech a druhé¢ stoji nad nim

2. following/approaching — pfibliZeni se k partnerovi

3. mounting/crawling — pielézeni partnera
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4. sniffing/grooming — ocichavani a ¢isténi partnera vcetné anogenitalni oblasti

5. alone — tato kategorie je vyhrazena pro stav, kdy si zvifata udrzuji mezi sebou

vzdalenost vétsi nez 10 cm

Hravé chovani potkana (pinning) je dulezit¢é pro vzijemnou komunikaci
potkantl, pro urceni socialni hierarchie a pro nacvik socidlnich dovednosti (Van den

Berg a spol., 1999).

I11.6.2. Studium reakce na nové prostredi (test ,,volného pole*)

Pouzita laboratorni metoda umoznuje studium orientani reakce a postupné
adaptace potkana na nové prostiedi. Zahrnuje vlastni lokomoci (prostorovou exploraci),
vyhledavaci reakci i1 projevy, jimiz zvife reaguje na zménu prostiedi. Komplex reakci je
ovlivilovan riznymi faktory, jako jsou denni cyklus, manipulace se zvifetem
(handling), podminky chovu, vék a pohlavi nebo farmakologicky zasah. Princip testu
spociva v tom, Ze zvife vlozime do nového, jemu neznamého prostiedi a sledujeme a
soutasné zaznamenavame vzorce jeho chovani (Tejkalova a Stastny, 2005).

Pro pozorovani jsme pouzili specialni box, umistény ve zvukotésné mistnosti,
jehoz stény byly z prihledného plexiskla (délka: 65 cm, Sitka: 46 cm, vyska: 35 cm).
Zvite bylo vzdy umisténo do stfedu arény. 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. Poc¢itacovym programem ,,AKTIVITY*
jsme podobnym zplUsobem (viz.vyse) registrovali piedem definované behavioralni
vzorce (BeneSova a spol., 2001).

V priibéhu testu byly rozliSovany a dile hodnoceny nasledujici kategorie

chovani:
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. Lokomoce (crossing) — horizontdlni pohyb zvifete v experimentalnim
prostoru s vyjadienim jeho aktivity celkovym poctem piechodu ctverct
vyznacenych na podlazce.

. Pandckovani (rearing) — vertikdlni explorace v experimentalnim prostoru
bez opory nebo s oporou prednich koncetin o stény.

. Klidova aktivita (immobility) — zvife bez viditelného pohybu — sezeni,
leZeni — velmi Casto se zavienyma o¢ima (> 10 s).

. Vétteni (air sniffing) — vyrazna olfaktorickd explorace na misté se
zvednutou hlavou a ¢enichem Sikmo vzhiru.

Cenichani podlazky (floor sniffing) — olfaktorickd explorace s &enichem
tésné k podlazZce, ¢asto doprovazeno lizanim podlazky.

Cistici aktivita (grooming) — typicka péce o srst na viech ¢astech téla.

IIL.7. MERENI AKUSTICKE ULEKOVE REAKCE A JEJi
PREPULZNI INHIBICE

Akustickd ulekova reakce (ASR) a jeji prepulzni inhibice (PPI) byla méfena

pomoci zafizeni SR-LAB (San Diego Instruments, USA, obrazek 6), jehoZ soucasti je

zvukotésnd komora, piezoelektricky akcelerometr, uzaviratelné vélcovité pouzdro na

umisténi zvifete a reproduktor. Valec z plexiskla o priméru 8,2 cm a délce 10 cm byl

spojen s piezoelektrickym akcelerometrem, ktery detekoval pohyb zvitfete ve valci a

pfevadél ho na elektrické napéti s hodnotami uvadénymi v mV. Vysokofrekven¢ni

reproduktor umistény uvnitt zvukotésné komory 24 cm nad valcem generoval

jednotlivé akustické podnéty o rizné intenzit¢ podle programovatelného nastaveni

(software dodan San Diego Instruments, USA).

Zvitata absolvovala testy 50. PND. Ctyficet osm hodin pfed vlastnim testem
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prob&hl habituacni nacvik, kdy potkani po dobu 5 min byli vystaveni
»aklimatizaénimu® Sumu o intenzit¢ 70 dB a néasledné 12 zvukovym podnétim o
intenzit¢ 120 dB (PA). Mezi jednotlivymi podnéty byly zachovény intervaly trvajici
v pruméru 15 sekund.

Casovy sled a druhy piedpodnétil (prepulsii, PP) v ramci vlastniho pozorovani
byly uspotadany podle Ellenbroeka a spol. (2002). Po Sti-minutové “aklimatizacni*
periodé bylo kazdé zvite randomizované vystaveno 50 sekvencim akustickych podnéti,
kdy byl prezentovan bud’ samotny silny podnét (PA - 10krat 120 dB, trvani 30 ms)
nebo ve spojeni s predpodnéty o intenzité 3, 5 a 10 dB nad urovni ,,bilého* Sumu majici
intenzitu 70 dB (PP3, PP5, PP10), které byly vzdy generovany o 70 ms dfive nez
PA.Vlastni intenzita pfedpodnétt proto Cinila 73, 75 nebo 80 dB, pfi¢emz kazdy z nich
byl opakovan béhem testu celkem 10krat. Variabilni intervaly mezi sekvencemi byly
v rozmezi 10-20 sekund. Pfi deseti kontrolnich métenich (no stimulus) byl generovan
pouze bily Sum, coz umoznilo sledovat zda zvife reaguje jen na stimula¢ni podnéty

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

SK CAB
STARTLE RESPONSE §'

Obrazek 6. Zarizeni pro meéreni akustické ulekové reakce e jeji PPl (San Diego

Instruments, USA)
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I11.8. STATISTIKA

Data ziskana pfi testech chovani byla statisticky hodnocena pomoci analyzy
variance pro 1 parametr (ANOVA), v piipadé abnormalni distribuce byla provedena
korekce pomoci neparametrického Mann-Whitney-ova testu. Vysledky jsme uvadéli
jako primérné hodnoty s Cetnosti ,,n*“ prvk v souboru = S.E.M. Vsechna statisticka
hodnoceni chovani zvifat provedl Dr. Klaschka za pouziti statistickych programt
BMDP.

Pti statistickém vyhodnoceni vysledkd krevnich plynl jsme pouzili Studenttiv
neparovy t-test a pro vyhodnoceni abnormalni distribuce D-Agostino test.

U ostatnich biochemickych parametrt (aktivita GGT, koncentrace cAMP a IP3)
byly namétené hodnoty statisticky zpracovany pomoci Studentovova neparového t-
testu a ANOVA. Za statisticky vyznamné rozdily jsme ve vSech ptipadech povazovali

hodnoty, kdy p < 0,05.

IV. VYSLEDKY

IV.1. NAPETI KREVNICH PLYNU V KRVI 12DENNICH
POTKANU PO 1 HODINOVE MOZKOVE ISCHEMII

Jednu hodinu trvajici ischémie mozku 12dennich potkanti zpisobila vyznamné
sniZzeni hodnoty pH krve v porovnani s kontrolni skupinou. Soucasné v této pokusné
skupiné mlad’at statisticky vyznamné pokleslo procentualné vyjadiené syceni krve O,
(spO.) a to navzdory tomu, Ze pokles hodnoty pO, nedoséhl statistické vyznamnosti pii
srovnani s kontrolni skupinou. Mezi dalsi sledované ukazatele, jejichz hodnota se
vlivem ischémie zmeénila, patiil vzestup napéti CO, (pCO,), ktery vSak neprovazela

vyznamna zmeéna v plazmatické koncentraci hydrogenuhli¢itanového aniontu (HCOy).
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Statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni a naivni skupinou nebyl zji§tén u Zadného
ze sledovanych hodnot pro napéti krevni plynli ve vzorcich krve odebranych z cévy
(kontrolni mlad’ata) nebo ptimo z pravého srdce (naivni mlad’ata), jak doklada tabulka
€. 5. Vzhledem k tomu, Ze u Zadného ze sledovanych parametrii jsme nezaznamenali
statisticky vyznamny rozdil, 1ze ptredpokladat, Ze ani inhala¢ni anestézie, ani vlastni
chirurgicky zakrok vyznamné neovliviiovaly napéti krevnich plyni v Zadné ze

studovanych skupin potkanich sameckd.

Tabulka 5. Napéti krevnich plynii v krvi 12dennich potkanii ve skupiné naivnich,

kontrolnich a, ischemickych mladat po jednohodinovém podvazu obou spolecnych

krkavic.
pH pO, pCO, HCOs3" spO»
Skupina | n [kPa] [kPa] | [mmol/] [%]
Naivni! 5| 7,27#0,01 | 27,445,2 | 6,4+0,1 | 23,8+0,4 99,1+0,3

Kontrolni [ 10| 7,30£0,01 | 304+4,3 | 6,120,5 | 22,416 | 99,4+0,2

Ischemickd |10 | 7,2240,01° | 21,5+42 | 7,640,3° | 23.441,0 | 96,4+0,8"

Viechna data jsou vyjadiena jako primér + S.E.M.; * statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrolni skuping, p < 0,05; n - pocet zvitat; ! - odbéry provedené kardidlni punkci.

IV.2. ISCHEMII NAVOZENE ZMENY AKTIVITY GGT
V MOZKOVE TKANI A V KREVNI PLAZME POTKANA

V nasi studii jsme méfili aktivitu membranové vazané GGT ve frontoparietalni
oblasti mozkové kliry a v hipokampech mladych (12. PND) a dospélych (50. PND)
potkanti a soucasné¢ jsem stanovovali i1 aktivitu solubilni formy tohoto enzymu v krevni
plazmé.

Mozkovou ischémii jsme u mladd’at i u dospélych potkani navodili pouZzitim

vyse popsaného ,,dvouvaskuldrniho modelu®. Obé skupiny se liSily délkou podvazu
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obou krkavic (blize viz ¢ast III). U dospélych zvitat jsme odbér vzorki mozkové tkané
provedli 24 hodin po podvazu obou krkavic. V ptipad¢ 12dennich mlad’at, kterd byla
vytavena hodinové ischémii, jsme odebrali vzorky mozkové tkané a krve za 38 dni po
deligaci krkavic, tj. 50. PND, kdy jiz samci dosahli pohlavni dospélosti. Odbér vzorka
krevni plazmy u mlad’at jsme provadéli také kardialni punkci, a to za 24 nebo 48 hodin
po 1-hodinové ischémii mozku. Aktivita obou forem GGT v mozkové tkani, respektive
v krevni plazmé¢, je pro jednotlivé vékové a experimentalni skupiny uvedena v tabulce
c.6a’.

Oboustranny uzavér karotickych tepen trvajici 24 hodin vedl k ischemickému
poskozeni, které provazel vzestup aktivity GGT v mozkové tkdni a to jak v mozkové
ktte, tak i v hipokampu. Ve srovnéni s kontrolni skupinou byl tento vzestup statisticky
vyznamny v obou oblastech mozku. ZvySenou aktivitu GGT jsme zaznamenali také ve
vzorcich krevni plazmy, ve srovnani s kontrolami dosdhl tento vzestup statistické
vyznamnosti jen ve skupiné, kde byly vzorky plazmy odebrany po 48 hodinach.

Na zékladé¢ této zkuSenosti jsme pouZitim stejného modelu navodili mozkovou
ischémii u mladat potkana 12. PND. Vzorky mozkové klry a hipokampu byly
odebrany za 38 dni od probehlé ischémie, tj. v Casné dospélosti (50.PND). Vysledky,
které jsme ziskali ukazuji, Ze jednohodinovd mozkova ischémie 12dennich mlad’at
nevyvold zmény aktivity GGT v mozku ani v krevni plazmé, které by bylo mozZné
zaznamenat 1 v ¢asné dospélosti. Zatimco pii porovnani skupiny mladat, jejichz plazma
byla odebrana 48 hodin od ischemické piihody se skupinou dospélych zvifat, jsme

zaznamenali pokles aktivity GGT, ktery byl statisticky vyznamny (tabulka ¢. 6 a 7).
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Tabulka 6. Aktivita membranové vazané formy GGT v mozku potkana [nmol pNA/mg
proteinu/min | po podvazu obou spolecnych karotid u potkanii 12. nebo 50. PND

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

Vysledky jsou vyjadireny jako primér souboru hodnot = S.E.M.; * statisticky vyznamny
rozdil oproti kontrolni skuping, p < 0,05; PCX - frontoparietalni kiira mozku, HIPP -
hipokampus

Tabulka 7. Aktivita solubilni formy GGT v plazmé 50dennich potkanich samcu [U/litr
plazmy | po podvazu obou spolecnych karotid

Intaktni/naivni Kontrolni- Ischemicka epizoda | Ischemizovana

Skupina 12.PND operovana 12. PND 12.PND
12. PND

n 4 8 5 7 7 7
Doba po 0-h 24-h 48-h 24-h 48-h 38-dni
operaci
Aktivita 0,41+ 0,06 0,27+0,08 | 0,36+0,03 | 0,39+0,06 | 0,62+0,10* 0,35+ 0,03**
GGT

Vysledky jsou vyjadieny jako primér ziskanych hodnot GGT + S.E.M; n - pocet zvitat,
*statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skuping, ** statisticky vyznamny rozdil
skupiny 38-dni od ischemizovanych 48 hodin, p < 0,05

IV.3. HLADINY CAMP A IP; V KRVI 50DENNICH POTKANU PO
1-HODINOVE NEONATALNI ISCHEMII MOZKU

Pozdni dusledky jednohodinové mozkové ischémie 12. PND jsme hodnotili
prostiednictvim koncentrace cAMP stanovené v krevni plazmé a hladiny IP3

v trombocytech. Vzorky krve 50dennich potkanli byly ziskdny kardidlni punkci
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zpiisobem popsanym v ¢asti III. Neprokéazali jsme vSak statisticky vyznamny rozdil
v koncentracich druhych poslid pfi srovndni experimentalni skupiny s kontrolni nebo
naivni skupinou potkanii (tabulka ¢. 8 a 9). Z vysledkt je zfejmé, Ze kratkodoba
mozkova ischémie v ¢asném neonatilnim obdobi vyvoje potkana nezplsobuje
dlouhodobé zmény v plazmatickych hladinach cAMP nebo koncentraci IP3 v krevnich
destiC¢kach v ¢asné dospélosti, prestoze v krvi pacientli trpicich SCZ byly zmény

koncentrace IP3 v jejich trombocytech prokazany.

Tabulka 8. Koncentrace cAMP v plazmé 50denniho potkana

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

Koncentrace ¢ AMP je vyjadifena v nM/litr. Uvedené hodnoty jsou vyjadiena jako
primér jednotlivych méfeni = S.E.M.; statisticka analyza - neparovy t-test; n - pocet
zvifat.

Tabulka 9. 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 namétené ve skupiné kontrolnich zvifat.
Data jsou vyjadiena jako pramér jednotlivych méfeni + S.E.M.; statistickd analyza -
neparovy t-test, n - pocet zvifat.
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IV.4. ZMENY CHOVANI ZPUSOBENE NEONATALNI ISCHEMII

Pro ovéfeni fenomenologické validity pouzitého animalniho modelu mozkové
hypoxie ve vztahu kchovani podobnému schizofrenii jsme hodnotili zmény
v socialnich (dyadickych) interakcich, v lokomoc¢ni aktivit¢ a v prepulzni inhibici,
nebot’ jak je zfejmé z pozorovani autorti Lipské a Weinbergera (tabulka ¢.4) je mozné
pravé témto behaviordlnim aktivitdm zvifat prifadit konkrétni klinické ptiznaky,

kterymi se manifestuje schizofrenni onemocnéni u ¢loveka.

IV.4.1. Socialni chovani 22. PND a dusledky neonatalni ischémie

V tabulce €. 10 jsou uvedeny vysledky socidlnich interakci u mladych potkanti
22. PND ve skupiné naivnich, kontrolnich a ischemickych jedincii. Zjistili jsme, Ze
frekvence 1 trvani interakei hrajicich si dvojic potkant byly u kontrolnich a neonatalné
ischemizovanych mladd’at na velmi nizké urovni. V Zadném ze sledovanych vzorch
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).

Zkraceni doby Ccistici aktivity (tzv. grooming) a pfelézani (tzv. mounting) ve
skupiné potkant po ischemické epizod€ nedosahlo statistické vyznamnosti. V ostatnich
aktivitich byla u mladdat s ischemickym postizenim tendence k prodlouZzeni doby
trvani, které vSak pfi srovnani s kontrolni skupinou nebylo statisticky vyznamné. Lze se
proto domnivat, ze zvifata po ischemické epizodé¢ reagovala na socidlni situaci podobné

jako kontroly.
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Tabulka 10. Viiv krdtkodobé ischémie (12. PND) na socidalni chovani potkana
v prepubertalnim obdobi (22. PND).

Hravé chovani Socialni chovani bez vztahu k hravému chovani

) Vzajemné
Skupina | n — _ , . vzdaleni se
pinning mounting or grooming approaching or na>10 cm

crowling following -
Naivni 2 | 29,30+29,30 95,30+8,50 83,35+1,85 280,8+14,40 186,8+8,30

Kontrolni | 9 5,72+5,72 64,64+10,57 | 103,7£17,36 354,6+20,07 175,0+22,65

Ischemicka |11 9,61+6,37 81,00+10,86 | 72,21+15,81 351,8+14,49 184,7+21,63

Vyslednd data jsou vyjadiena jako primér trvani [sec] hodnocenych aktivit = S.E.M.
v prib¢hu 15 minutového sezeni, n - pocet testovanych dvojic. Pfi srovnani skupiny
ischemickych zvifat s kontrolnimi jsme pomoci ANOVA nezjistili zddné statisticky
vyznamné rozdily.

IV.4.2. Spontanni aktivita ve volném poli 35. PND a zmény indukované ischémii

U potkanti v obdobi dospivani 35. PND jsme prostfednictvim testu oteviené¢ho
pole hodnotili pohybovou aktivitu ve vSech 3 skupinach (tabulka ¢. 11 a 12). Frekvence
horizontdlniho pohybu (crossing) se mezi naivnimi a kontrolnimi zvifaty vyrazné
nelisila. Frekvence vztyCovani (rearing) byla u zvifat kontrolni skupiny pfi srovnani
s naivnimi zvifaty stejnd, zatimco ve frekvenci vétfeni dosahla kontrolni skupina
zvySeni statistického vyznamu oproti naivnim potkanlm. Zvifata kontrolni skupiny
delsi dobu setrvavala v klidu, vice vétfila a krat$i dobu Cenichala.

Na rozdil od kontrolnich skupin zvifata vystavend po narozeni kratkodobé
mozkové ischémii vykazovala vyrazné vyssi lokomocni aktivitu. Doklada to statisticky
vyznamné zvySeni frekvence horizontdlniho pohybu doprovédzené také vyznamnym
zkracenim klidové faze (immobility) a jejim pozdéjSim nastupem pifi srovnani zvifat
ischemické skupiny s kontrolami. Ve frekvenci vztyCovani ani v aktivité cisténi
(grooming) jsme statisticky vyznamny rozdil mezi hodnocenymi skupinami nezjistili. U

zvitat s ischemickym poSkozenim jsme pozorovali vyssi frekvenci vétfeni 1 €enichani
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podlazky, které navic ve srovnani s kontrolnimi zvifaty dosahlo statistického vyznamu.
Z vysledkl je ziejmé, ze potkani obou skupin (kontrolni i ischemické) vice

véttili nez ve skupin€ naivni. Zatimco se statisticky vyznamné lisila doba trvani vétfeni

ve skupin€ ischemickych mlad’at vii¢i kontrolnim, nepozorovali jsme Zadné rozdily

v dobé trvani ¢enichani podlazky u stejnych skupin (tabulka ¢. 12).

Tabulka 11. Viiv kratkodobé neonatalni ischémie (12. PND) na chovani potkana (35.
PND) z hlediska frekvence jednotlivych aktivit a latence klidoveé faze.

Horizontalni | Vzty¢ovani | Nehybnost Vétteni Cenichéni
Skupina n pohyb frekvence latence [s] frekvence frekvence
frekvence
Naivni 4 | 52,0£13,8 | 158+£4.6 | 204,0£50.6 8,5+3.6 60,8 12,4
Kontrolni 10 | 54,0%6,5 13,8 £2.1 | 200,0 £29,2 21,2 £2,2% 58,854
Ischemicka 16 | 74,763 * | 20,0+2,1 | 2751 £ 14,6* 17,1 £2,1 77,2 £4,1%

Frekvence je vyjadiena jako prumér poctu aktivit béhem 5 minut = S.E.M., p < 0,05,
ANOVA.*  statisticky vyznamny rozdil od kontrolni skupiny, n - pocet zvitat.
Vysledky latence nehybnosti jsou uvedeny v sekundach.

Tabulka 12. Viiv krdtkodobé neonatalni ischémie (12. PND) na chovani potkana (35.
PND) z hlediska trvani vybrané aktivity.

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

Doba trvani vétfeni, ¢enichani a klidové aktivity je vyjadiena v sekundach. Vysledné
hodnoty jsou vyjadieny jako primér trvani aktivity béhem Sminutového sledovani +
S.EM.; p < 0,05, ANOVA, statisticky vyznamny rozdil vii¢i kontrolni skuping, n -
pocet zvirat.
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Pomoci ptehledného grafu (obrazek ¢. 7) jsme zobrazili délku trvéani
sledovanych kategorii chovani ve vSech trech skupinidch (naivni, kontrolni,
ischemickad). Mezi aktivity, které trvaly 35. PND nejdéle, patfily ¢enichani podlazky,
vétfeni a vztyCovani. Pfi srovnani s kontrolnimi zvifaty doslo vlivem ischémie ke
statisticky vyznamnému zkrdceni trvani nehybnosti a prodlouzeni horizontalniho

pohybu.

100%
90%-
80%-
70%1 Ozbytk.Cas
mcisténi
60%1 Weéichani
50%- Oveétreni
Onehybnost
40%-
& mhoriz.pohyh
30% @vztyCovani

20%-

10%-1

0%-

naivni kontrola ischemie

Obrazek 7. Délka trvani jednotlivych vzorcu chovani u potkana 35. PND
Osa y - délka trvani jednotlivych kategorii chovani v procentech,

(100% = 300 s).% statisticky vyznamny rozdil od kontrolni skupiny.

IV.4.3. Spontanni aktivita ve volném poli 50. PND a zmény indukované ischémii

Pomoci testu oteviené¢ho pole jsme hodnotili pohybovou aktivitu a chovani ve
skupiné naivnich, kontrolnich a ischemickych potkant také v obdobi ¢asné dospélosti
(50. PND). Spontanni motoricka aktivita v reakci na nové prostiedi, charakterizovana
frekvenci lokomo¢nich pohybli a vzty¢ovanim, byla u ischemickych zvifat pouze
nevyznamné zvysena (tabulka ¢. 13) ve srovnani s kontrolnimi potkany. Na rozdil od
35. PND se pohybové a explora¢ni aktivity potkani s neonatdlnim ischemickym
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poskozenim vyznamné neliSily od kontrolnich zvifat v zadném ze sledovanych
ukazateld (tabulka. ¢. 13 a 14). Statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi
skupinami jsme nezaznamenali ani v piipadé doby trvani nehybnosti nebo frekvence
vétieni ¢i ¢enichani (tabulka ¢. 13).

Tabulka 13. Viiv kratkodobé neonatalni ischémie (12. PND) na chovani v casné

dospélosti (50. PND) z hlediska frekvence jednotlivych aktivit a latence klidové faze.

Skupina | n | Horizontalni pohyb | VztyCovani| Nehybnost | Vétfeni Cenichéani
frekvence frekvence | latence [s] | frekvence | frekvence

Naivni 10 67,5+5,9 159+ 1,6 {249,1+£18,9(20,4+2,6|72,9+4,7
Kontrolni |20 68,8 +5,0 16,5+ 1,0 [224,0+£18,9|16,0+3,4|69,7+4,6
Ischemicka | 22 79,6 +4,1 19,8+ 1,6 |265,6+153|158+1,8|77,6+2,7

Frekvence je vyjadiena jako primér poctu aktivit béhem 5 minut £ S.E.M. Hodnoty
latence nehybnosti jsou uvedeny v sekundach.; n - pocet zvitat, Ke statistické analyze
pouzita ANOVA.

Tabulka 14. Viiv kratkodobé neonatalni ischémie (12. PND) na chovani v casné

dospelosti (50. PND) z hlediska trvani vybrané aktivity.

Nehybnost Vétteni Cenichani
Skupina n Trvani trvani trvani
[s] [s] [s]
Naivni 10 16,9+ 11,7 448 + 8.8 160,7 10,3
Kontrolni 20 8,7+33 38,7 +5,7 159,9+9,2
Ischemicka 2 74+4.1 33,8+42 1589+5,5

Uvedené hodnoty vyjadfuji primér trvani aktivit v sekundach + S.E.M.; n - pocet
zvitat. Ke statistické analyze pouzita ANOVA

Podobné jako 35. PND také u 50dennich potkant patfily mezi nejdéle trvajici
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aktivity Cenichani podlazky, vétfeni a horizontdlni pohyb (celkovy piehled uvadi

obrazek ¢.8).

100%
90%
80%

70% - O zbytk.Cas
@ Cisténi
60% m Gichani
0O vétfeni

0O nehybnost

50%

40%
° | horiz.pohyb

30%

@ vztyCovani

20%

10%+

0% -
naivni kontrola ischemie

Obrazek 8: Délka trvani jednotlivych vzorcu chovani u potkana 50. PND
Osa y - délka trvani jednotlivych kategorii chovani v procentech,

(100% =300 s)

IV.5. PREPULZNI INHIBICE AKUSTICKE ULEKOVE REAKCE
A DUSLEDKY NEONATALNI ISCHEMIE

Existuje fada studii, které se zabyvaji deficitem prepulzni inhibice u osob
trpicich schizofrenii, ale v dostupné literatute jsme nenalezli pouziti modelu perinatalni
ischémie jako faktoru ovliviiyjiciho tfidéni informaci (,,senzorimotoricky gating®) u
jedince v ¢asné dospélosti.

Jak je patrno z obrdzku €. 9, odpovéd’ na samotny zvukovy podnét o intenzité
120 dB se u zvitat po kratkodobé neonatalni ischémii v obdobi jejich ¢asné dospélosti

(50. PND) statisticky vyznamné neliSila od stejné starych kontrolnich zvifat.
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Obrazek 9: Viiv kratkodobé neonatalni ischémie (12. PND) na akustickou ulekovou
reakci (50. PND)
Intenzita akustického podnétu 120 dB. Kontrolni zvifata - Cerny sloupec,
neonatalné ischemizovana zvirata - Sedy sloupec. Vysledky jsou vyjadfeny
jako prumér jednotlivych méfeni = SEM; n = 7 kontrolni, respektive n = 11

neonatalné ischemizovanych zvifat.

Nasledujici obrazek ¢. 10 znazoriuje, Ze deficit prepulzni inhibice akustického
uleku lze pozorovat u zvitat po kratkodobé neonatalni ischémii. Statisticky vyznamny
deficit prepulzni inhibice jsme zjistili po vyhodnoceni rozdili mezi kontrolni a
pokusnou skupinou v ptipad¢ predpodnétu o intenzité¢ 5 dB (PPS5) a u celkové hodnoty
PPy, ktera ptedstavuje prumér ze vSech ziskanych hodnot naméfenych pii PP3, PP5 a
PP10. Ptitom rozdily namétené s predpodnéty o intenzit¢ 3 dB (PP3) a 10 dB (PP10)
nad prahem ,bilého” Sumu (intenzita 70 dB) dosahly jen hrani¢ni statistické

vyznamnosti (p > 0,05).
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Obrazek 10: Viiv predpodnétu na velikost prepulzni inhibice akustické ulekové

reakce po ischémii probehlé12. PND.

Intenzita akustického podnétu 120 dB a zvolenych ptedpodnéta (PP) 3,5 a 10 dB
nad trovni bilého Sumu. PPx je primérnd hodnota z PP3+PP5+PP10. PPI je
velikost prepulsu. Kontrolni zvifata - cerné sloupce (n = 7), neonatalné
ischemizovana zvifata - Sedé¢ sloupce (n =11). Vysledky jsou vyjadieny jako

pramér = SEM; * statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skuping, p < 0,05.
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V. DISKUSE

Cilem naSi prace bylo prokazat do jaké miry nami ovéfovany model mozkové
ischémie (a) vykazuje konstrukéni a fenomenologickou validitu porodniho nebo
poporodniho hypoxického poskozeni mozku ve vztahu k psychéze podobnému chovani
potkana a (b) zda jeho charakteristiky maji predik¢éni validitu pro lepsi pochopeni
etiopatogenezi schizofrenie. Zajimalo nds zda vibec, pfipadné do jaké miry se zméni
chovani potkana vobdobi puberty a vcasné dospélosti nasledkem kratkodobé
neonatalni hypoxicko — ischemické epizody. Vzhledem k tomu, ze hypoxie plodu a
novorozence je spolu s genetickymi vlivy uvadéna mezi pfi¢innymi faktory vzniku
schizofrenie, zjiStovali jsme jak souvisi tyto zmény chovani s projevy, které mohou
pfipominat psychotické onemocnéni c¢lovéka. Model respektuje neurovyvojovou
hypotézu vzniku tohoto vadZzného duSevniho onemocnéni, jehoz jasn€ definované
ptiCiny zistavaji stale nejasné.

V nésledujicich castech dizertace proto diskutujeme nejen dosazené vysledky,
které zahrnuji jednotlivé charakteristiky ndmi zvoleného heuristického modelu, ale 1
vhodnost naseho modelu, zaloZzené¢ho na kratkodobé postnatalni hypoxii mozku, ktera

ma etiopatogeneticky vyznam pro n€kterd onemocnéni dospélého véku.

V.1. NAPETI KREVNICH PLYNU VE DVOUVASKULARNIM
MODELU MOZKOVE ISCHEMIE

Docasna ischémie navozend oboustrannym uzavérem spole¢nych krkavic je
potkanem, na rozdil od clov€ka, relativné dobie tolerovéna. Piedpokladanym

vysvétlenim této skuteCnosti je existence vyznamného podilu kolateralniho ptivodu
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krve z cév vertebrobasilarniho povodi, ktery je mnohem vyznamnégjsi u potkana nez u
Clovéka a miZze vyznamné kompenzovat vyfazeni piivodu krve do mozku
prostednictvim spole¢nych krkavic (Pulsinelli a Brierley, 1979). Ptesto jejich podvaz v
pouzitém dvouvaskuldrnim modelu snizi mnozstvi pfivadéné krve a tim 1 kysliku do
mozku, coz ve své podstaté odpovida stagnacni formé hypoxie (Barcroft, 1920).
Z celého spektra porodnich komplikaci nase modelova situace asi nejvice vystihuje
formu perinatalni hypoxie, kterd vznika na podkladé poskozeni fetoplacentarniho ob&éhu
z diivodu kréni strangulace pupecni Siiirou nebo spasmem pupecnikovych cév (viz.
vySe kapitola I.1.4.).

Iwasaki a spol. (1989) pouzili tentyz model u dospélych potkanli kmene Wistar
a Fischer a porovnavali postischemické zmény, které zplisobil uzavér trvajici 1/2, 1 a 2
hodiny. Zatimco pilhodinova ischémie nebyla zatizena umrtnosti ani v jediném
ptipad¢, imrtnost u jednohodinového uzavéru ¢inila 6% a u dvouhodinového dokonce
38%. V naSem piipad€¢ vSak 24hodinovy podvaz obou spole¢nych krkavic zpusobil
uhyn téméf 85% dospélych potkanti. Naopak u 12dennich mlad’at byl stejn¢ provedeny
1-hodinovy podvaz obou krkavic pfi¢inou thynu v méné nez 10 % mladat.

Histopatologické ndlezy odpovidajici probéhlé ischémii byly rozdéleny do 2
odlisnych kategorii podle stavu hematoencefalické bariéry na infarkty a oblasti
s degenerativnimi zmé&nami neuroni, které prevazovaly. Mezi nejvice postizené oblasti
mozku patfily CAl podoblast hipokampu, oblast bazalnich ganglii a mozkova kira
(Iwasaki a spol., 1989).

O 10 let pozd¢ji pouzili Uehara a spol, (1999) dvouvaskuldrni model u
Sdennich potkanich mlad’at, v némz ob¢ krkavice trvale uzavieli pomoci bipolarni
elektrokoagulace. Jejich pooperacni umrtnost ¢inila 12%. Po dvou dnech ischémie
provedli histologické vySetfeni vzorkii mozkové tkané a zjistili, ze vice jak 90 % zmén

bylo nalezeno v bilé hmot¢ mozku, pfedevSim v jeho capsula interna. Tyto zmény mély
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charakter koagulacnich nekroz a cystické degenerace mozku. Vzhledem k podobnému
uspofadani naSeho protokolu jsme detailni histologické hodnoceni zmén ve vlastnim
modelu neprovadéli. Dalsi podrobny popis zmén uvadéji Rice a spol. (1981), kteti
pouzili ptivodniho Levinova modelu u 7dennich mlad’at potkana. Prokéazali ischemické
zmény ruzného stupné lokalizované do oblasti mozkové kury, hipokampu a striata,
pficemz vice jak 50 % tvofily mozkové infarkty. Kromé atrofie mozkové kiry,
hipokampu a stridta v postizené mozkové hemisféte, soubézné s témito zménami bylo
pozorovano i kompenzatorni zvétSeni postrannich mozkovych komor (Lubics a spol.,
2005). Tyto rozdily je mozné vysvétlit riznymi hodnotami pritoku krve (CBF)
studovanymi oblastmi mozku. Zatimco v piipadé samotného dvouvaskularniho uzavéru
klesne CBF na 25% kontrolni hodnoty, u Levinovy modifikace je pokles CBF
vyznamnéjs$i a dosahuje jen 15-20% hodnoty zjisténé u kontrol.

Vzniklé hypoxické poSkozeni jsme charakterizovali stanovenim pH krve,
napétim krevnich plynii a kyslikovou saturaci, pfi¢emz vzorky arterializované krve
byly odebrany bezprostiedné po ischemické piihod¢. Eklof a Siesjo, (1972) pouzili
obdobny ischemicky model u dospélého zvitete a zjistili, Ze samotny uzavér trvajici 5
nebo 30 minut neovlivnil koncentraci arteridlnich krevnich plyni, ale byl pozorovan
vzestup pCO, a naopak pokles pO, v Zilni krvi ziskané z horniho Sipového splavu. Tyto
zmény dosahly statistické vyznamnosti ve srovnani s kontrolami pfi kombinaci uzavéru
s uméle navozenou hypotenzi na 100 nebo 70 mm Hg. Niz§i hodnota pO; souvisela s
poklesem mozkového krevniho pritoku na 50 % normalni hodnoty. Jestlize byla
udrZzovéana stala hodnota stfedniho arteridlniho tlaku (kolem 100 mm Hg) nebyly
pozorovany ani vyznamné zmény v energetickém metabolismu mozku. Vyrazné sniZeni
normalniho mozkového krevniho priitoku pod 50% potvrdil také Smith a spol., (1984)
ve dvouvaskularnim modelu u potkanti kmene Wistar. Tento model patnactiminutové

mozkové ischémie byl piekvapivé zatizen velkou mortalitou.
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Pokles pH krve po uzavéru obou krénich tepen je mozné vysvétlit rozvojem
metabolické acidozy a akumulaci CO,. Domnivdme se, Ze statisticky vyznamny
vzestup pCO; v naSem modelu vznikl jako diisledek ptetrvavajiciho tepenného uzavéru.
Pro srovnani s naSimi hodnotami u 12dennich mlédd’at uvddime hodnoty namétrené
v arteridlni a vendzni krvi dospélého potkana (tabulka 15).

Tabulka 15: Viiv oboustranného uzdvéru spolecnych krkavic po dobu 5 a 30 min na

napeti krevnich plyniit a pH v arteridlni (a. femoralis) a v Zilni krvi (sinus sagitalis

superior)
Arterialni krev Zilni krev
Skupina
pH pO, pCO, pH pO, pCO,
[kPa] [kPa] [kPa] [kPa]
Kontrolni
7,38+0,01 | 16+0,4 5+0,1 |7,32+0,01 | 6,8+0,2 6,5+0,1
Ischemicka .
. 7,35+0,01 | 15,3+0,5 | 4,9+0,1 |7,28+0,01 | 5,5+0,2 7,4+0,1*
(5 min)
Ischemicka
7,28+0,01 | 16,4+0,5 [ 5,1£0,1 |7,17+0,02 | 4,8+0,2* | 8,4+0,2*
(30 min)

(upraveno podle Eklofa a Siesjo, 1972)

V.2. CHARAKTERISTIKA ISCHEMICKEHO POSKOZENI
MOZKU BEHEM VYVOJE PROSTREDNICTVIM AKTIVITY
GGT

Membranové vazana GGT patii mezi indikatory poskozeni a tim i v mnoha
ptipadech propustnosti mozkové kapilarni bariéry. V mozku potkana je pfitomna na
lumindlni strané povrchu endotelovych bunék mozkovych kapilar, které jsou nositeli
prevazné &asti GGT aktivity v mozkové tkani (Lisy a spol., 1979; Stastny a spol.,

1997).
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Aktivita membranoveé vazané GGT vlivem hypoxicko-ischemického poskozeni
mozku vyznamné stoupa ve srovnani s kontrolami v nékterych oblastech mozkové kiry
a hipokampu, avSak tato zména nema trvaly charakter, nebot’ dospéla zvifata vystavena
po narozeni opakované vyskové hypoxii méla naopak snizenou aktivitu této formy
GGT (Stastny a spol, 1985). Zhlediska neurovyvojového modelu lze tento
enzymaticky parametr povazovat za mozny ukazatel nedostatku O, v modelu neonatalni
hypoxie. Zmény aktivity GGT miZeme pozorovat i jako dusledek zanétlivych zmén,
které hypoxicko-ischemické poskozeni doprovazeji (Stastny a spol., 1997). Mohou byt
zpiisobeny zvySenym hladinami nékterych prozanétlivych molekul jakou je napf. i
zvySend tvorba interleukinu 18 (IL-1 B). Zjistili jsme, ze v zdvislosti na aplikacni cesté
(iv. nebo ic.v.) infuze IL-1 P zpisobuje bifazické zmény v aktivit¢ GGT
charakterizované poklesem aktivity enzymu v prvnich hodinach a jejim vzestupem za
24 hodin v hipokampech dospélého potkana. Nejvétsi zmény v histochemicky
detekovatelné enzymové aktivit€é jsme pozorovali ve stratum radiatum a stratum
lacunosum-moleculare hipokampu (Kaiser a spol., 2006). Pro technické obtize jsme
podobné pozorovani neprovedli u 12dennich mlad’at, ale z hlediska zmén zjisténych u
mlad’at po opakované vyskové hypoxii (Stastny a spol., 1985) Ize piedpokladat alespoii
dil¢i podobu popsanych zmén v aktivit¢ membranové vazané GGT 1 u naSich mladat s
podvazem obou krkavic.

D’Erasmo a spol.,(1993) sledovali hladiny GGT v krevnim séru u Zen, které
prodélaly mozkovou ischémii. U 42 Zen popsali vyznamné vyssi sérové hladiny GGT

od 3. do 10. dne od mozkové piihody ve srovnani s kontrolni skupinou.
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V.3. FOSFOINOSITIDOVY SIGNALNI SYSTEM A CAMP JAKO
UKAZATELE NEONATALNIHO POSKOZENI MOZKU U
SCHIZOFRENIE

IP; a cAMP patii mezi druhé posly, jejichz aktivita se méni u nemocnych se
schizofrenii. Deficit cAMP, ktery nalezneme v krevnich destickach nemocnych se
schizofrenii, vznikd na podkladé piedpoklddané poruchy aktivity adenylatcyklazy,
enzymu odpovédného za jeho tvorbu anebo zménami v jeho receptorové vazbe (Garver
a spol., 1982). Jak je vSak patrné zndmi zjiSténych vysledkl (viz. tabulka ¢. 8),
nezaznamenali jsme Z&dné pretrvavajici zmény v plazmatické koncentraci cAMP
v Casné dospélosti potkana v disledku neonatalni mozkové ischémie.

Inositoltrifostat (IP3) je soucasti signalniho fosfoinositidového systému, ktery je
pfitomen v krevnich desti¢kach jak lé¢enych tak i nelécenych schizofreniki ve vyssi
koncentraci neZ u kontrolnich osob bez neuropsychiatrické anamnézy. Abnormality
fosfoinositidi v krevnich destickach nemocnych se schizofrenii popsala v minulosti
fada autort. Kaiya a spol., 1989 prokazali hromadéni DG a nizs8i resyntézu kyseliny
fosfatidové v destickach 6 pacientll se schizofrenii po stimulaci trombinem. Essali a
spol,, (1990) pravdépodobné jako prvni zjistili Ze koncentrace fosfoinositidl
v trombocytech zdravych jedinct se v klidu vyrazné nelis$i od koncentrace nemocnych
se schizofrenii. Po stimulaci trombinem dochézi ke zvySené tvorbé IP u schizofrenik,
kterd je statisticky vyznamnéj$i ve srovndni se souborem hodnot ziskanych u zdravych
dobrovolnikli. Dale ukazali, Ze k alteraci jednotlivych soucasti fosfoinositidového
systému v destickdch nemocnych schizofrenii dochézi i vlivem 1é¢by neuroleptiky.

Koncentrace IP; je statisticky vyznamné vyss§i u nemocnych se schizofrenii ve

srovnani se zdravymi jedinci. ZvySené hladiny tohoto ,,druhého posla“ pretrvavaji i u
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nemocnych dlouhodobé 1é¢enych neuroleptiky (Ripova a spol., 1997). Hodnoty IP; v
trombocytech se vyznamné neli$i mezi 1é¢enymi a nelé€enymi pacienty. Kromé& vyssi
hladiny fosfoinositidi byl v destickach schizofrenikl nalezen i zvySeny obsah iontl
vapniku (Ripova a spol, 1999; Strunecka a Ripova, 1999). Dlouhodobé zvysena
produkce IP; byla pozorovana jako disledek zvySené tvorby jeho prekurzoru, PIP,, a to
v souvislosti s desenzibilizaci IPs receptoru, kterou lze vysvétlit snizenou odpovéd’ Ca**
v pritomnosti trombinu (Das a spol., 1992).

Vzhledem k tomu, ze zmény homeostdzy nitrobunécného vapniku a hladin
fosfoinositidii jsou povazovany za mozny biologicky ,,marker* schizofrenie, pouzili
jsme koncentraci IP; jako jednu z charakteristik naSeho heuristického modelu. Ziskané
vysledky vSak ukazuji, ze kratkodobd, neonatalni mozkové ischémie nezptisobila trvalé
zmény IP; v trombocytech. Z hlediska naSeho modelu proto tento ukazatel nema

vypovédni hodnotu ve prospéch jeho fenomenologické validity s nalezy u ¢lovéka.

V.4. BEHAVIORALNI CHARAKTERISTIKY NEUROVYVO-
JOVEHO MODELU SCHIZOFRENIE ZALOZENEHO
NA ISCHEMICKEM POSKOZENI MOZKU

Chovani podobné schizofrenii se v animalnim modelu vyznacuje hyperlokomoci
a stereotypii, které je pravdépodobné podminéno zejména hyperaktivitou
dopaminergniho systému, agonisty dopaminu a nepifimo 1 stresem. Socialné
kognitivnimu deficitu odpovidd v animalnim modelu zhorSeni prostorové paméti a
socialniho kontaktu mezi jedinci, které naopak souvisi s hypofunkci NMDA receptort
(Lipska a Weinberger, 2000).

V modelu ¢asné neonatalni hypoxie jsme v prepubertdlnim obdobi (22. PND)

neprokdzali statisticky vyznamné zmény v hravém chovani mezi kontrolni a
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ischemickou skupinou zvifat. Hravé chovani se béhem ontogenetického vyvoje u
potkana zacina objevovat 15. PND a vrcholi mezi 30. — 36. PND, pak jeho intenzita
klesa (Thor a Holloway, 1984). V nasem pozorovéani oproti literarnim udajim bylo
hravé chovani registrovano malo. Dokonce i ve skupiné naivnich zvifat (tzn. zvifat,
kterd nebyla vystavena opera¢nimu zakroku) byla cetnost jeho charakteristik velmi
nizka. Tento rozdil nemizZeme vysvétlit odlisSnymi svételnymi podminkami v prubéhu
pozorovani (Vanderschuren a spol., 1995), protoze jejich rezim se po celou dobu
neménil. Domnivame se, Zze pokles motivace ke hfe mohl nastat u mlad’at v disledku
prili§ kratké doby izolace od matky (3,5 hod) pfed méfenim socialnich interakci. Svij
vyznam mohl mit i jejich pozdéjsi odstav od matky, ktery se v laboratofich
patofyziologie mozku Psychiatrického centra provadi az 28. PND. Ani v dalSich
formach kontaktniho chovani (mounting, crowling, grooming) jsme v uvedenych
charakteristikdch u Zadné ze sledovanych skupin neprokézali statisticky vyznamny
rozdil. Je pravdou, Ze Zadnad z dostupnych studii se nezabyvala hodnocenim zmén
socialniho chovani v pubertalnim obdobi za pouziti stejného opera¢niho postupu, druhu
zvitete 1 doby odstavu, jako v nasem experimentu. Z vySe uvedeného je proto mozné se
domnivat, Ze rozdilné chovné podminky, pfedev§im tloha matky, mohou hrat dileZitou
roli v procesu socializace mlad’at.

Vysledky sledovéani exploracni aktivity ukazuji, Ze neonatalné ischemizovana
zvirata 35. PND vykazovala vyrazn€ vyssi lokomocni aktivitu oproti kontrolni skupiné.
Rozdily byly patrné zejména ve frekvenci piebihani (crossingu) a v prodlouzeni latence
klidové faze (immobility). Statisticky vyznamné se zkratila také doba vétfeni a klidové
faze u experimentalni skupiny oproti kontrolnim zvifatim. Na rozdil od pubertalniho
obdobi jsme nepozorovali Zadné statisticky vyznamné zmény spontdnni pohybové a
exploratni aktivity, které by se vdisledku neonatdlni ischémie projevily

v postpubertalnim obdobi (50. PND). Tento jev podporuje myslenku existence urcitého
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kompenza¢niho mechanismu napravujiciho nasledky perinatdlniho poskozeni, ktery
miZe byt projevem vys§iho stupné plasticity nervové tkdné u potkana (Balduini a spol.,
2000).

Projevy hyperaktivity, ale 1 motorické hypoaktivity jako disledku hypoxicko-
ischemického poSkozeni mozku potkana publikovala tfada autorli. Zjist€né rozdily
mezi jednotlivymi studiemi byly pravdépodobné podminény rozdilnou volbou
animalniho modelu a vybérem zvifeciho druhu nebo i kmene dané¢ho druhu. Podobné
behavioralni projevy po hypoxické epizod€ jaké jsme pozorovali u potkanli po narozeni
popisuji i studie publikované v nedavné dob¢. Rogalska a spol., (2004) oznacili chovéani
potkana po neonatalni hypoxii, vyvolané pobytem v prostfedi s vyssi koncentraci
dusiku, jako bifazicky proces. Ve shodé¢ s naSimi vysledky pozorovali hyperaktivitu
potkana v testu otevien¢ho pole, kterd vrcholila mezi 5. a 30. PND. Druha faze byla
provazena poklesem aktivity od 45. PND. Decker a spol, (2003) pozorovali
posthypoxickou lokomo¢ni hyperaktivitu u 35dennich potkand bez ohledu na fazi
cirkadianniho cyklu. K pozorovani si zvolili model intermitentni hypoxie zplsobené
pobytem 7dennich mlad’at ve specidlni  komoie po dobu 4 hodin. Spolu
s hyperlokomoci byli potkani béhem svételné faze cirkadidlniho cyklu vice ,,spavi,
pfiCemz v pribéhu spanku prevladala jeho REM faze. Vysledky ukazuji, ze tato
kratkodob4 opakovand hypoxie vyvolala zmény prokazatelné v dospélosti jedince,
zatimco ojedin€ld hypoxickd piihoda byla z hlediska dlouhodobych nésledkii méné
vyznamna. ZvySenou frekvenci vztyCovani a hyperlokomoci u potkani v obdobi
puberty popsali po 30minutové anoxii novorozenych potkanich mlad’at i Dell”’Anna a
spol., (1991).

Zmény chovani v disledku hypoxicko—ischemického poskozeni, které postihlo
mozek v ranné fazi vyvoje, byly charakterizovany hyperlokomoci, stereotypii,

deficitem paméti nebo naruSenim socidlniho kontaktu. Vyskytuji se jako mozny
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disledek zvySené syntézy dopaminu, kterd mulze byt projevem narusené funkcni
integrity mesolimbickych a mezokortikdlnich drah nebo ztratou hipokampalnich

neurontl (Dell”Anna a spol., 1991; Decker a spol., 2003).

V.5. ZMENY ULEKOVE REAKCE A JEJI PREPULZNI INHIBICE
JAKO DALSI CHARAKTERISTIKA NAMI ZVOLENEHO
ANIMALNIHO MODELU SCHIZOFRENIE

Prepulzni inhibice (PPI) tlekové reakce je automaticky a viili nekontrolovatelny
proces. U ¢loveéka je méfitelna jiz né€kolik mésicii po narozeni a jeji velikost kolisé az
do dospélosti. Je mozné ji definovat jako schopnost slabého zvukového ptedpodnétu
inhibovat motorickou odpovéd’ na intenzivni tlekovy podnét (Graham, 1975; Koch,
1999; Bubenikova, 2002). Reakce PPI je zaloZena na principu, ktery dovoli jedinci
Hfltrovat® pfichazejici zevni podnéty takovym zplsobem, ze ty nepodstatné ignoruje a
dilezité dale zpracovava, aby se jeho mozek vyvaroval zahlceni informacemi. Metoda
prepulzni inhibice akustické ulekové reakce je pouzivana jako ukazatel zmén
zpracovani informaci (,,senzorimotor gating®) u Cloveéka 1 zvifete. Deficit prepulzni
inhibice byl popsan u nemocnych se schizofrenii, obsedantné-kompulzivni poruchou,
Tourettovym syndromem, blefarospasmem, temporalni epilepsii nebo u pourazové
stresové poruchy (Braff a spol., 2001).

Prvni podrobna studie o PPI u potkana byla publikovdna Hoffmanem a Searlem
(1968). U lidi byla poprvé hodnocena az o 10 let pozdéji. Na animalnich modelech
miZeme jeji deficit navodit farmakologicky (apomorfin, MK-801), ale téZ vné&jSimi
zasahy do casného ontogenetického vyvoje (izolace mladat od matky, matefska
deprivace, stres nebo chemické poSkozeni amygdaly, hipokampu ¢i frontdlni mozkové

klry). Zatimco u ¢lovéka nejsou piesné znamy oblasti mozku, které se Ui€astni na jeji
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regulaci, u potkana ji fidi kortiko-limbicko-palido-striatalni okruh. Tyto oblasti mozku
hraji vyznamnou roli v patogenezi schizofrenie, kterd patii mezi psychiatricka
onemocnéni, u nichz byl prokézan deficit PPI (Swerdlow a spol., 2001). U nemocnych
se schizofrenii a jejich pfibuznych je snizeni PPI Casto dokumentovanym jevem a
povazuje se proto za neurobiologicky ukazatel tohoto onemocnéni (Bubenikova a spol.,
2002).

V testu vlastni ulekové reakce jsme v nasi studii neprokazali vyznamny rozdil v
odpovédi mezi kontrolni a ischemickou skupinou, avSak deficit v prepulzni inhibici u
zvifat po neonatalni ischemické epizod¢ byl ve srovnani s kontrolnimi potkany
statisticky vyznamny. Vzhledem k témto vysledkim se proto domnivame, Ze
ischemické poskozeni mozku potkana v Casné postnatalnim obdobi vede k latentnim
zménam ve vyvoji CNS, které se projevi zménami PPI aZ v ¢asné dospé€losti. Obdobné
zmény PPI uvedl ve své piehledné praci Van den Buuse a spol., (2003). Mezi
neurovyvojové modely, u nichZ byl zaznamenan deficit PPI, zahrnul i model socialni
izolace a doCasné ztraty mateiské péfe (tzv. matefskou deprivaci), poskozeni
hipokampu kyselinou ibotenovou a téz ¢asné posSkozeni amygdaly. Braff a spol., (2001)
ve své praci uvedl fadu studii, které zaznamenaly deficit PPI u nemocnych se
schizofrenii. Z tohoto pohledu se zd4 volba naSeho animalniho modelu vhodna a to jak
z hlediska konstrukéni tak i1 predikéni validity. ProtoZze se Zadnd z nedavnych studii
nezabyvala vlivem postnatalni hypoxie na PPI a lokomoci v dospélosti (Fortier a spol.,
2004; Decker a spol.,, 2003), je mozné povazovat uspofdddni naseho pozorovani
v mnoha ohledech za plivodni. Vyjimkou je vtomto sméru Jansenova studie, ktera
prokézala pfitomnost senzorimotorického deficitu u dospélych potkant, ktery vznikl v
disledku neonatdlniho hypoxicko—ischemického poskozeni mozku. Ke stanoveni
deficitu nebyla pouzita metoda PPI, ale byla méfena doba, po kterou byla zvifata

schopna setrvat uvniti rotujiciho kola (Jansen a Low, 1996).
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V.6. PERINATALNI HYPOXICKE POSKOZENI JAKO HEURIS-
TICKY ANIMALNI MODEL SCHIZOFRENIE

Neurovyvojovy model schizofrenie je zaloZzen na hypotéze, ze schizofrenie
vznikd v dasledku chybného vyvoje mozku. Mezi nezanedbatelné neurovyvojové
faktory, jejichz frekvence vyskytu je u nemocnych se schizofrenii vyss§i nez u zdravé
populace ¢i nemocnych s jinymi psychiatrickymi diagndézami patii porodni a t€hotenské
komplikace. Lewis a Murray (1987) prokazali, Ze vyskyt téchto komplikaci v porodni
anamnéze, a to zejména u muzskych jedinct, souvisel s ndsledné t€Z§im pribéhem
schizofrenie. K podobnému zdvéru na vétSim souboru nemocnych dospéli i Smith a
spol., (1995). Mimoto zjistili, Ze tyto komplikace nemély vliv na CasnéjSi zacatek
nemoci ani na vysledny efekt [éCby.

Experimentalni poSkozeni vyvijejiciho se mozku vede ke zméné jeho funkce
s disledky pro celkové chovani jedince. Neurovyvojovy model nam proto umoznil
ovefit si vyznamnost neonatalni ischémie jako mozného etiopatogenetického faktoru,
ktery se vyskytuje nejcastéji béhem perinatalniho obdobi. Cilem bylo pfispét k lepsSimu
pochopeni tohoto rizikového faktoru v patofyziologii schizofrenie. Podle nékterych
epidemiologickych studii je prav€ mozkova hypoxie faktorem, ktery zvySuje riziko
ptedcasného vzniku schizofrenie (Jones a spol., 1998; Cannon a spol., 2000; Cannon a
spol., 2002; Rantakallio a spol., 1987). I pies tyto zavéry vSak piima pticinna souvislost
mezi hypoxii a vznikem schizofrenie dosud prokdzana nebyla.

Jiz v minulosti prdce Owena a spol., (1988) poukdzala na vyssi vyskyt
porodnich komplikaci v anamnéze nemocnych se schizofrenii, a¢ byl zaznamenan i u
jinych psychiatrickych onemocnéni. V posledni dobé Hoschl a spol., (2004) uvedli, Ze
nasledkem porodnich komplikaci vznikaji periventrikularni loziska krvéceni, ktera jsou

disledkem pre- nebo perinatdlni hypoxie, kdy poskozeni neuronli je provazeno
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poruchou neurondlniho spojeni nebo i neurondlni smrti. Pfestoze schizofrenie je
onemocnéni objevujici se typicky u lidi, pro fadu existujicich podobnosti mezi
potkanem a clov€kem lze pouzit animalnich modeld k tomu, abychom pfesnéji
vymezili vliv zmén v krevnim pratoku mozkem, které jsou disledkem ischemické
epizody, na rozvoj abnormalit podobnych psychoze. Na rozdil od Cloveéka je mozné
tento vliv nedostatku kysliku pfesné charakterizovat a jeho diisledky studovat po celou
délku Zivota potkana.

Porucha mozkové perfuze a nasledny pokles pfivodu krve a tim 1 kysliku a zivin
do mozku je hlavni pfi€¢inou jeho perinatalniho poSkozeni. Pfiblizn€ 3 - 9 novorozenct
z tisice narozenych déti postihne néjaka forma perinatalni ischemicko-anoxické piihody
nebo protrahované hypoxie. K takové situaci dochazi nejcastéji pfi komplikacich jako
jsou placentarni dysfunkce, protrahovany ¢i pfedcasny porod nebo pii
kardiopulmondlni resuscitaci (Tuor a spol., 1996). Kratkodoba apnoe s mirnou asfyxii
se vyskytne u 59 — 84 % déti narozenych pied 36. tydnem téhotenstvi. Tyto pfedcasné
narozené déti jsou velice rizikovou skupinou z pohledu mozného vzniku schizofrenie

(Henderson—Smart, 1981).

V.7. EXCITOTOXICKE POSKOZENI VYVOLANE ISCHEMII A
JEHO SROVNANI S UCINKEM NAAG A KYSELINY
CHINOLINOVE

Za normalnich podminek glutamat prostfednictvim ionotropnich a
metabotropnich receptort ovlivituje fadu morfogenetickych procest, od neurogeneze a
ristu axonll, aZ po spravnou tvorbu a stabilizaci synapsi (Nguyen a spol., 2001).
Zvysena aktivace ionotropnich glutamatovych receptori NMDA a AMPA typu nebo

inhibice transportérti pro glutamat je pficinou ,,excitotoxického* poskozeni mozku nebo
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i zaniku nervovych bunék. Soucasn¢ se predpokldda, Zze excitotoxicky poskozené
neurony, které by za normalnich podminek zajiStovaly synaptické spoje s jinymi
neurony, sekundarné spusti apoptoticky zanik nezapojenych neuront (Young a spol.,
2004). Podstatou excitotoxického poSkozeni mozkové tkané je zvySend koncentrace
glutamatu, kterd vede k aktivaci uvedenych receptorli. Prostfednictvim AMPA
receptorti dochazi k aktivaci receptorové fizenych kanali prednostné propustnych pro
Na"/K" a k nasledné depolarizaci membrany, jejimz disledkem je uvolnéni Mg**
z iontového kanadlu NMDA receptoru. Déletrvajici depolarizace vede ke vstupu nejen
Na', ale pasivné i CI" a vody do buiiky, podmitiujici jeji edémové zbobtnani, poskozeni
organel a v kone¢ném disledku vede az k bunécné smrti. Intracelularni koncentrace
Ca®" se zvysi po aktivaci NMDA receptoru prostiednictvim receptorové fzenych
kanalti piednostné propustnych pro ionty Ca**. Aktivace Ca*'- dependentnich enzymi
vede ke zvysené produkci NO a volnych radikdld a knaslednému poSkozeni
mitochondrii a dalSich bunéénych organel, a nakonec k fragmentaci DNA a k zaniku
bunky (viz obrazek 11). Uvolnénim glutamatu ze zanikajicich bun¢k vSak dale stoupa

jeho extracelularni koncentrace, takze se poSkozeni nejen prohlubuje, ale i $iti do okoli.
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Obrazek 11: Schématické zndzornéni mechanismu vedouciho
k excitotoxickému poskozeni nervové burky. Excitotoxické poSkozeni je zpiisobeno
nadmérnou aktivaci NMDA a AMPA receptorii nebo inhibici transportéru pro

glutamat (upraveno podle Fonnum a Lock, 2004).

Dftive nez provedeme srovnani jednotlivych heuristickych modeld, bude vhodné
si pfipomenout a charakterizovat konkrétni zastupce. N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat
(NAAG) jako agonista metabotropnich glutdmatovych receptort skupiny II (mGluR II),
pfedevsim podtypu mGluR 3, plsobi neuroprotektivné pii jejich aktivaci (Orlando a
spol., 1997). Jeho hydrolyza vSak vede k hromadéni glutamatu, ktery prostiednictvim
NMDA receptorti miize pusobit excitotoxicky. U pacientl se schizofrenii byly nalezeny
zvySené hladiny tohoto dipeptidu v hipokampu a v prefrontalni mozkové kuite (Tsai a
spol., 1995).

Dalsi neurotoxickou latkou, kterd je endogennim metabolitem L-tryptofanu
vznikajicim v L-kynureninové draze, je kyselina chinolinovd (QUIN). Jeji zvySena
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produkce aktivovanou mikroglii a makrofdgy vede k nadprodukci chemokini, které
dale zvysuji prestup leukocyti a makrofagl z krevniho fecist€¢ do mozku (Schiefer a
spol., 1998). QUIN vSak je i slabym agonistou NMDA receptori s exprimovanou
NR2A/NR2B podjednotkou, takZe sama piisobi neuroexcitotoxicky (Stastny a spol.,
2005)

Socialni a hravé chovani v obdobi puberty (22. PND) se v ptipadé ischemického
modelu podobd modelu s aplikaci NAAG. V obou piipadech jsme nezaznamenali
statisticky vyznamné zmény. Zcela odli$na je situace u zvitat, kterym byla infundovana
QUIN. Vznikly deficit v trvani hravého chovani je vyznamny v porovnani jak
s kontrolnimi zvifaty, tak se zvifaty po neonatalni infuzi NAAG ¢i po ischemické
epizodé.

Statisticky vyznamné zvySeni frekvence horizontdlniho pohybu 35. den a
zvySena frekvence exploracnich aktivit (tabulka ¢.11) jsou odrazem zvySené pohybové
aktivity po probchlé neonatdlni ischémii. Timto vysledkem se ndS animalni model
zasadné odliSuje od zvifat jimz byl do mozkovych komor neonataln¢ infundovéan
NAAG nebo QUIN. Po infuzi NAAG se lokomoc¢ni aktivita nezménila a po QUIN jen
nevyznamng. Ischémii podobna hyperlokomoce pozorovana v naSem modelu byla
popisovana 1 po podani dopaminergnich latek nebo antagonisti NMDA receptord.
Ukazuje se, Ze neonatélni ischémie mozku modeluje situaci, ktera v ptipadé psychoze
podobném chovani potkana fenomenologicky odpovida psychotickym ptiznakiim u
Cloveka (Lipska a Weinberger, 2000).

V obdobi rané dospélosti (50. PND) jsme u ischemického modelu zadné
vyznamné zmény chovani nepozorovali. V modelu psychdzy zaloZzeném na neonatalni
infuzi QUIN jsme vSak ve stejném obdobi prokazali statisticky vyznamné zmény
v aktivitach zjiSténych ve volném poli. Po infuzi NAAG se ve srovnani s pfisluSnou

kontrolni skupinou statisticky vyznamné prodlouZila jen doba ciSténi (Bubenikova-
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ValeSova a spol., 2006).

Jak dale vyplyva z vlastniho pozorovani, velikost akustické ulekové reakce (50.
PND) se nasledkem neonatalni ischémie (12. PND) zvysila, avSak ve srovndni
s kontrolni skupinou tento vzestup nedoséahl statistického vyznamu. Na druhé strané
jsme prokazali statisticky vyznamny deficit prepulzni inhibice pifi pouZiti ndmi
zvolenych intenzit predpodnétl. Pozorovand zména prepulzni inhibice je mirou
deficitu ve zpracovani informaci a podporuje tak validitu naseho modelu pii ovérovani
neurovyvojové hypotézy schizofrenie, ve kterém 1 neonatdlni ischémie mozku je
rizikovym faktorem. SniZeni PPI je ¢asto dokumentovanym jevem pravé u pacientl se
schizofrenii a jejich pfibuznych a povazuje se za neurobiologicky ukazatel tohoto
onemocnéni (Bubenikovd a spol, 2002). Pouziti stejnych testi v modelu
s intracerebroventrikularni aplikaci NAAG 12. PND nevedlo ke zménam ani tlekové
reakce ani prepulzni inhibice. V tomto ohledu neni model neonatélniho ischemického
poskozeni srovnatelny s modelem zaloZzenym na poSkozeni NAAG. Naopak, vzhledem
k tomu, Ze neonatalni excitoxické léze kyselinou kainovou (7. PND) méla za nasledek
pokles PPI u dospélych potkant (56. PND) a podobné i neonatdlni 1éze ventralniho
hipokampu zpiisobend kyselinou ibotenovou poskodila PPI u dospélych potkanii (56.
PND), m4d nami diskutovany ischemicky model blize ktémto neurovyvojovym
modeltim (Howland a spol., 2004, Lipska a spol., 1995).

Zmény chovani a prepulzni inhibice, které vznikly v obdobi puberty a Casné
dospélosti v disledku excitotoxického poskozeni ¢ichové kiry mozku novorozeného
potkana kyselinou ibotenovou, popsali Schmadel a spol., (2004). Autofi se vSak
domnivaji, Ze pokud vznikne poSkozeni v novorozeneckém obdobi, nedochazi
k vyznamnému naruseni prepulzni inhibice diky schopnosti kompenzovat ztratu
senzorimotorického gatingu reorganizaci kortikoakumbedlniho systému. Bylo by proto

tieba zjistit, kdy se tento defekt objevuje. Zvifata s neonatalni 1ézi NAAG dokézala
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v asné dospélosti zpracovavat senzorimotorické informace stejné jako kontrolni
zvifata. Naopak neonatalni excitotoxické poSkozeni mozku kyselinou kainovou (7.
PND) nebo QUIN (12. PND) mélo za nasledek pokles PPI u dospélych potkanii (50.
PND) jak uvadgji nékteré prace (Howland a spol., 2004; Stastny a spol., 2005). Podle
Lipské a spol. (1995) zplisobuje neonatalni poSkozeni ventralniho hipokampu kyselinou
ibotenovou (56. PND) deficit PPI u mladého dospélého potkana. Z pohledu ovlivnéni
velikosti akustické reakce a zejména jeji PPI je ischemicky model srovnatelny
s modely, ve kterych bylo pouzito kyseliny kainové, ibotenové nebo chinolinové.
Z pohledu ovlivnéni velikosti PPI se ischemicky model vyznamnéji odliSuje jen od

modelu s neonatalni infuzi NAAG.
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VI. Zavér

Vysledky nasi prace dokladaji, ze nami vypracovany a experimentalné
ovétovany dvouvaskuldrni model mozkové ischémie se vyznauje jistou mirou jak
konstrukéni, fenomenologické a tim 1 predikéni validity. Vzniklé ischemicko-
hypoxické poskozeni, které jsme navodili do¢asnym uzdvérem obou spolecnych
krkavic 12. PND u potkana, Ize s pfihlédnutim k rozdilnému stupni zralosti funkci
piirovnat k situaci zptisobené porodni hypoxii lidského novorozence. Pies dil¢i rozdily
ve vybranych biochemickych ukazatelich (napéti krevnich plynt, aktivita GGT, ale i
hladiny druhych posli), jsme pozorovali zmény v chovani potkana v obdobi jeho
pohlavniho dospivani, které podporuji pivodni ptfedpoklad, Ze perinatdlni hypoxie
lidského plodu a novorozence je rizikovym faktorem pro vznik schizofrenie, a to
pfedevSim u jedincii s genetickym rizikem jaké predstavuji jednonukleotidové

polymorfizmy kandidatnich genti (Stastny a spol., 2004, 2005, 2007).
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