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Abstrakt

Perinatalni inzult mize vést k trvalému poskozeni vyvijejiciho se mozku a rozvoji
epilepsie. Epilepticky status (SE) v perinatdlnim obdobi vede s odstupem ke zvySeni
excitability hipokampu. Funkéni a strukturdlni zmény hipokampu jsou podkladem
epileptogeneze, procesu vedoucimu k manifestaci temporalni epilepsie (TLE). Vyznamnou
roli v patogenezi TLE hraje adenosin. Adenosin zajiStuje antikonvulzivni tuc¢inek
prostfednictvim adenosinovych A1l receptorti (A1R). Koncentrace adenosinu podléhé regulaci
pusobenim enzymu adenosinkinadzy (ADK), kterd se vyskytuje ve dvou isoforméch - ADK-L
a -S. Hlavnim cilem disertacni prace je objasnit souvislost zmény excitability hipokampu a
exprese AIR a ADK vramci piirozeného vyvoje mozku a po ptisobeni SE. Aplikace
AIR agonisty  2-chloro-N6-cyclopentyladenosinu  (CCPA) a inhibitoru ADK 5-
iodotubercidinu (5-ITU) ovliviiuje antikonvulzivni G¢inek, ktery se méni s ohledem na zmény
exprese A1R a ADK. Po navozeni LiCl-pilokarpinového SE byla studovana excitabilita
hipokampu pomoci modelu hipokampalnich naslednych vyboji (ADs). Vysledky byly
korelovany se zménami exprese A1R a ADK. Kratce po vyvolani SE bylo prokazéano snizeni
excitability hipokampu, v del§im odstupu se ménil v hyperexcitabilitu spojenou s rozvojem
spontannich epileptickych zachvatl. V prubéhu vyvoje dochdzi ke zvySovani exprese ADK-S,
exprese ADK-L se neméni. Po SE dochézi ke snizeni exprese ADK-L a poté stoupa, u ADK-S
je to naopak. Exprese AIR klesa od 10. dne vyvoje. Aplikace 5-ITU vede k vyraznému
snizeni excitability hipokampu, soucasné i k poklesu incidence epileptickych zachvatli po SE.
Aplikace CCPA rovnéz souvisi s poklesem excitability hipokampu v pribéhu ontogeneze.
Vyvojové zmény exprese A1R a ADK vyznamné ovliviiuji excitabilitu hipokampu a tim se
mohou podilet na rozvoji epilepsie. Farmakologické ovlivnéni AIR a ADK s vhodnym

nacasovanim aplikace tak ptfedstavuje nové moznosti 1écby i prevence epilepsie.

Kli¢ova slova: adenosin, adenosinkindza, hipokampus, nasledny vyboj, isoforma,

ontogeneze, pilokarpin, receptor, status epilepticus



Abstract

Perinatal insult may lead to a permanent impairment of brain function resulting in the
development of epilepsy. Status epilepticus (SE) in immature rats leads to hippocampal
hyperexcitability. The functional and morphological changes of the hippocampus are similar
to those seen in human temporal lobe epilepsy. The excitability may be influenced by
adenosine. Adenosine acts its anticonvulsant effect by activation of Al receptors (A1R). The
concentration of adenosine is regulated by adenosine kinase (ADK) present in two isoforms —
ADK-L and -S. The main goal of the thesis is to elucidate the changes in A1R and ADK
1soforms expression during intact brain development and after SE. A1R agonist 2-chloro-N6-
cyclopentyladenosine (CCPA), as well as inhibition of ADK by 5-iodotubercidin (5-1TU),
may bolster the anticonvulsant effect, but their action may correspond with the level of AIR
and ADK. Hippocampal excitability in immature rats after LiCl-pilocarpine SE was studied
by the model of hippocampal afterdischarges (ADs) and correlated with changes of A1R and
ADK in the hippocampus. ADs demonstrated significantly decreased hippocampal
excitability shortly after SE induction, whereas significant hyperexcitability accompanied by
spontaneous seizures in older rats was shown. Increasing ADK-S expression during early
brain development was revealed, ADK-L remained unchanged. In SE rats, ADK-L showed an
initial decline in expression followed by an increase, whereas ADK-S demonstrated opposite
changes. A1R expression gradually decreased in 10-day-old rats. 5-ITU inhibited ADs and
decreased the incidence of spontaneous seizures. CCPA decreased hippocampal excitability in
immature rats. Age-related differences in hippocampal excitability might be due to the
expression of AIR and ADK in the hippocampus. A1R agonists and ADK inhibitors may
represent promising approaches to developing a new anticonvulsant and/or preemptive

treatment of epilepsy.

Key words: adenosine, adenosine kinase, afterdischarge, hippocampus, isoform, ontogenesis,

pilocarpine, receptor, status epilepticus



1. UVOD

Epilepsie je povazovana za jedno znejcastéjSich neurologickych onemocnéni
postihujici jak détskou i dospélou populaci. Je definovana jako onemocnéni charakterizované
vyskytem spontannich neprovokovanych zachvatl, jejichz podkladem je abnormalni
synchronizovand aktivita nervovych bunck. Postihuje okolo 60 miliond lidi po celém svéte,
coz odpovida ptiblizné 0,1 % celosvétové populace (McNamara, 1999; Fisher a kol., 2014).

Predpoklada se, ze pfiblizné 50 % vSech ptipadl epilepsie je spojeno
s ptedchazejicim vyvolavajicim faktorem neboli inzultem. U riznych vékovych skupin se
mohou nejcastéjs$i faktory vedouci k rozvoji epilepsie liSit. V dospé€losti dominuje cévni
mozkova piihoda, zanétlivé postizeni mozku a traumata CNS, u déti casto komplikované
porody s hypoxickym poSkozenim mozku, zanéty a traumatické postizeni mozku
(Delovrenizo a kol., 2005; Huser a Annegers, 1991; Hauser a kol., 1991). Z klinickych studii
vyplyva, Ze nékteré patologické stavy v obdobi perinatidlniho vyvoje (napt. asfyxie, CNS
hemoragie, neuroinfekce, asymetrické febrilni kiece ¢i epilepticky status) zvySuji riziko
vzniku epilepsie v détstvi i v dospélosti (Chin a kol.,, 2004; Rosenow a kol., 2007).
Neprovokované spontanni epileptické zachvaty se objevuji zpravidla po rizné dlouhé latentni
dobé po plsobeni vyvolavajiciho inzultu (u laboratornich potkanii mésice, u lidi roky).
Patofyziologické mechanismy, které jsou vyvolany faktory, které vedou k rozvoji spontdnnich
neprovokovanych zachvati u doposud zdravého mozku jsou predmétem intenzivniho
vyzkumu. Proces, pii kterém se zcela funkéné normalni mozek stdva nachylnym
k epileptickym zachvatim neboli se zvySuje pravdépodobnost k vyvolani epileptického

zachvatu, se oznacuje terminem epileptogeneze (Dudek a Staley, 2012).

1.1. Epileptogeneze

Piivodné byl pojem epileptogeneze vylucné uzivan pro obdobi tzv. latence neboli
casovy usek od pilisobeni inicidlniho inzultu (ischemie, trauma CNS, epilepticky status atd.)
po rozvoj prvniho neprovokovaného epileptického zachvatu. Rada studii viak naznacuje, Ze
frekvence a intenzita zachvatii se muze po prvnim neprovokovaném zachvatu dale ménit
(Bertram a Cornett, 1993; Hetlier, 1998), coz podporuje hypotézu, Ze proces epileptogeneze je

proces kontinualni a neukonceny, charakterizovany nejen rozvojem prvniho neprovokovaného



zachvatu. Zmény, které se odehravaji v priitbéhu epileptogeneze jsou doposud nedokonale
objasnéné. Z experimentalnich 1 klinickych dat vyplyva, ze incidence rozvoje epilepsie je
nejvyssi v prvnich mésicich az letech po vyvolavajicim inzultu, s delSim ¢asovym odstupem
incidence klesd (Annegers a kol., 1998; Hesdorffer a kol.,, 1998). Mezi jednotlivymi
inicidlnimi inzulty jsou rovnéz rozdily. Signifikantné vyssi incidence je u epileptického statu
(SE) v porovnani s ischemickou mozkovou ptihodou nebo traumatickym poSkozenim mozku
(Lothman a Bertram, 1993). Incidence rozvoje neprovokovanych zachvatii navic koreluje
s rozsahem a lokalizaci poskozeni mozkové tkané (Annegers a kol., 1998; Hesdorffer a kol.,
1998). Na rozvoji spontannich zachvati se nezanedbatelné podili i geneticka predispozice a
epigenetické mechanismy (Miller a kol., 2010; Wagner a kol., 2010). Genetické mutace
mohou zpiisobit strukturdlni a funkcni alterace kliCcovych proteini vcetné presynaptickych
komplext (Toader a kol., 2013), alterace Ca™, Na" a K” kanalt (D'Adamo a kol., 2013).
Proces epileptogeneze je v poslednich letech teréem intenzivniho vyzkumu. MoZnosti
farmakologického ovlivnéni epileptickych zachvati se opiraji o antikonvulzivni terapii, jejiz
hlavnim u¢inkem je zabranit Sifeni vzruchu. Mezi zdkladni mechanismy ucinku v soucasné
dobé nejuzivangjSich antiepileptik (AED) patii blokada pfenosu excitacniho neurotransmiteru
pusobenim pies napét'ove tizené Na” (CBZ, ESL, LTG, OXC, LCM, VPA, ZNS, TPM) ¢i Ca*
" kanaly (GBP, PGB), blokada receptorti excitatnich aminokyselin (PER, TPM), posilenim
ucinku inhibi¢nich neurotransmitertt (BZD, CZP, TPM), inhibici enzymu karboanhydrazy
(TPM, ZNS). Soucasné trendy v ovlivnéni epileptickych zachvati smétuji k dikladnému
porozuméni mechanismi, které v budoucnosti vedou k rozvoji prvniho neprovokovaného
zachvatu. V¢asnym rozpozndnim rizikovych faktora a jejich dikladnym porozuménim miize
v budoucnosti piedstavovat vyvoj novych moznosti 1é€by, vedouci k eliminaci rizika rozvoje
prvniho epileptického zachvatu. S timto cilem je zasadni studium vyvoladvajiciho inzultu a co
nejdikladnéj$i poznani zmén probihajicich v obdobi od jeho vyvolani k rozvoji spontdnnich
zachvati za uCelem mozného terapeutického ovlivnéni. Jednim z nejCastéjSich modeli

uzivanych ke studiu mechanismt vedoucich k rozvoji spontannich zachvatii je model SE.
1.2. Status epilepticus
Status epilepticus (SE) predstavuje jeden z nejcastéjSich zivot ohrozujicich stavi v

détské neurologii s ro¢ni incidenci kolem 20/100 000 jedinch; téméf 50 % vSech ptipad SE

se manifestuje do 2 let véku ditéte (Lothman a kol., 1993). Je definovén jako stav, ktery je
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dasledkem selhani mechanisml nezbytnych k zastaveni zachvatové aktivity a/nebo iniciace
mechanismi vedoucich k prolongovanym zachvatim (Trinka a kol., 2015). Je spojen s
vyraznou morbiditou a mortalitou, pfi¢emz nejcastéjsi pozdni komplikaci probéhlého SE je
rozvoj spontannich epileptickych zachvati v budoucnosti (Cowan, 2002). V piipadé¢ détské
populace dochézi k rozvoji epilepsie az u 74 % procent pacientil s anamnézou konvulzivniho
SE do 2 let v€ku (Raspall-Chaure a kol., 2006).

Patofyziologickym podkladem SE je selhani cerebrdlnich mechanismi, které se
podileji na ukonc¢eni jednotlivych zachvatii a navozeni refrakterni periody, béhem niZ nemtize
vzniknout dal§i zachvat. SE, ktery probéhl v ¢asném vyvojovém obdobi, ma negativni
disledky na citlivost nckterych neurotransmiterovych systémi (GABA, glutamat,
acetylcholin, adenosin), vede ke zméné propustnosti hematoencefalické bariéry, aktivaci
zanétlivé odpovédi, gliovych bunék a reparacnich procesti (neurogeneze, angiogeneze).
Nésledkem téchto zmén dochazi ke ztraté neuront a to zejména GABAergnich interneuront
hipokampu (McNamara a kol., 2006). Nedostatek inhibi¢nich synapsi, ktery vede ke zvySené
excitabilit¢ dalSich neuront, se tak vyznamné uplatiiuje v patogenezi epilepsie. Vlivem
inicidlniho inzultu v téchto strukturach kromé tibytku inhibi¢nich GABAergnich interneuroni
a snizeni koncentrace kyseliny gamma aminomaselné (GABA) dochazi i ke zvySeni
koncentrace glutamatu, snizeni senzitivity GABAA receptort, aktivaci iono- 1 metabotropnich
glutamatergnich receptori a napi. i zvySeni koncentrace Ca™ iontti (McNamara a kol., 2006).
Struktury mozku, které jsou nejvice nachylné k rozvoji prolongovanych zachvati az SE a
mohou podléhat epileptogenezi, zahrnuji zejména struktury temporalniho laloku -
hipokampus, amygdalu, entorhindlni a piriformni kortex (Aroniadou-Anderjaska a kol.,
2008). Recentni studie zabyvajici se studiem mechanismt epileptogeneze poukazuji na
vyznamnou roli astrocytl. Ubytek neuronii vlivem inicialniho inzultu je v hipokampu
nahrazen zvySenou proliferaci astrocyti a utvafenim gliové jizvy (Boison, 2008a).
Astroglidza neboli patologickd proliferace a hypertrofie astrocytii hraje zasadni roli v rozvoji
epilepsie. Zmény v zastoupeni a funkci astrocyti se projevuji naruSenim slozeni
extracelularniho prostfedi. Astrocyty se mohou podilet na regulaci synaptické transmise
prostfednictvim ovlivnéni metabolismu Ca"™ ionti a uvoliiovanim glutamatu (Duffy a kol.,
1999; Hallasa a kol., 2007). SE v obdobi raného vyvoje mozku ptedstavuje jeden
s nejvyznaméjSich rizikovych faktorti k rozvoji temporalni epilepsie (Gordon a kol., 2012;

Patterson a kol., 2014).
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1.3. Temporalni epilepsie

Temporalni epilepsie (TLE) je oznacenim pro elektroklinicky syndrom, pro ktery je
charakteristicka lokalizace epileptogenniho fokusu neboli zény zacatku zachvatu v
temporalnim laloku ve strukturach limbického systému, zejména hipokampu, entorhindlnim
kortexu a amygdale (Bartolomei a kol., 2005). TLE je nejCastéjSim typem fokalni epilepsie
dospélych. Az tfetina vSech pfipadi TLE neni uspokojivé léfena pomoci dosavadni
antiepiletické medikace a je vyZadovana chirurgické lécba (Choi a kol., 2008).

Rozvoji TLE c¢asto ptedchézi inicidlni inzult (Mathern a kol., 2002). Obdobi mezi
inicialnim inzultem a rozvojem prvniho epileptického zachvatu se oznacuje latentni perioda,
ktera je obdobim zmén vyustujicich v hyperexcitabilitu struktur temporalniho laloku
(Mathern a kol., 2002). TLE je ¢astym typem epilepsie u déti, adolescentl 1 dospélych, ktera
je Casto asociovana se strukturdlnim poskozenim mozku, mezialni temporalni sklerézou (O
‘Brien a kol.,, 1996). Mezidlni temporalni skler6za je charakterizovana poSkozenim
hipokampu, ubytkem neuronti vCetn¢ atrofie a glidzy, a to zejména jako nésledku inicialniho
inzultu (napt. SE, febrilni zachvaty, infekce atd.).

TLE miiZze byt vyvoldna u animalnich modeld riiznymi typy poskozeni mozku vcetné

modelu SE. Podobnym mechanismem poSkozeni mozku miiZze dojit k rozvoji TLE 1 u lidi.

1.4. Animalni modely pro studium epileptogeneze u temporalni epilepsie

Komplexni mechanismy epileptogeneze nelze studovat jen pomoci poznatkll z
klinickych dat. V epileptologickém vyzkumu se vyuziva Siroké Skaly animalnich modelt.
Experimentalni modely jsou nepostradatelné pro studium podkladovych mechanismi
podminujicich vznik, propagaci a ukonceni epileptickych zachvati, kratkodobych i
dlouhodobych nésledkt zachvatl, ale 1 pro studium novych antiepileptik. Neuropatologické
zmény, které vedou krozvoji TLE u pacientii s anamnézou SE a animalnich modela
s vyuzitim SE, jsou velmi podobné.

Podrobnd znalost mechanismi navozenych incidlnim inzultem vedouci k rozvoji
elektrografického 1 klinického epileptického zachvatu je zadsadni k vytvofeni spravnych
terapeutickych postupii. Jednotlivé mechanismy se rovnéz mohou charakterem inicialniho
inzultu ménit. Jednim z nejvice prostudovanych incialnich insultd je SE. SE miiZze byt vyvolan

ruznymi formami aplikace ptislusné substance ¢i elektrickym proudem pomoci zavedenych
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elektrod. Mezi nejcastéji pouzivané latky k navozeni SE patfi pentylentetrazol, kompetitivni
antagonista GABAA receptorti bikukulin, agonista ionotropnich glutamatovych kainatovych

receptorti kainat, inhalacni chemokonvulzivum fluorothyl a zejména pilokarpin.

1.4.1. Pilokarpinovy model epileptického statu

Pilokarpinem navozeny SE je jednim znejuzivanéjSich modeli uzivanych v
epileptologii. Pilokarpinovy model SE byl v mnoha studiich pouzit k analyze molekularnich,
patofyziologickych i anatomickych zmén, které mohou slouzit jako predispozice ve vyvoji a
rozvoji epilepsie. Pilokarpin je neselektivni cholinergni agonista muskarinovych receptord,
ktery svou funkci v CNS zprostiedkovava prostiednictvim vazby na M1 a M2 muskarinové
receptory (Hoffman a kol., 2006). Ackoliv mechanismus ucinku pilokarpinu v CNS neni
dopodrobna prostudovan, je prokdzano, ze aktivace M1 receptorti vede k inicializaci kaskady
déju vedouci k hyperexcitabilité, apoptoze a remodelaci neuronalnich siti limbického systému
vcetné hipokampu (Cavalheiro a kol., 1996). Mozkova tkan zvirat vystavenych pusobeni
pilokarpinu vykazuje v histopatologickych fezech zmény zejména v hipokampu, amygdale,
thalamu, olfaktorickém bulbu i1 v ¢astech neocortexu (Turski a kol.,, 1983a). Apoptoza
neuront byla popsana i v subiculu (Knopp a kol., 2005) a entorhindlnim cortexu (Wozny a
kol., 2005). Reorganizace neuronalnich siti je Gizce spojena s ubytkem neuront (Lehmann a
kol., 2001), statem indukovanym tzv. sprouting (Scharfman a kol., 2003), tvorbou atypickych
dendriti (Silva a kol., 2002). Jak se tyto zmény podili na procesu epileptogeneze je dale
pfedmétem intenzivniho studia.

Disledky pusobeni pilokarpinu zavisi nejen na davce uziti, ale zejména na trvani jeho
pusobeni. Uziti pilokarpinu ve vysokych davkach je spojeno s vyraznou mortalitou. DosaZeni
stejného UCinku a wrovné postizeni za soucasného snizeni mortality je umoznéno
prostifednictvim lithium chloridu (Clifford a kol., 1987).

S rostouci dobou ptisobeni pilocarpinu stoupa rozsah strukturalni zmén a tim 1 riziko
rozvoje spontdnnich zachvatli (Lemos a Cavalheiro, 1995). Pfevazuji studie, ve kterych je
mira strukturdlnich zmén, zejména ubytek neuronl, spojena s vySSim rizikem rozvoje
epilepsie (Muller a kol., 2009; Furtado a kol., 2011). Nicméné byl popsan 1 rozvoj epilepsie
bez stukturdlnich zmén po indukovaném pilokarpinovém SE (Baram a kol., 2011). Tuto
moznost podporuje i fakt, ze i pfes farmakologickou inhibici ubytku neuronti po SE doslo

k rozvoji epileptickych zachvatii. V poslednich letech je mnoha laboratofemi vyuZzivan jako
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model pro testovani rezistence antiepileptické medikace (Hoffman a kol., 2006). Poprvé byl
pilokarpinovy SE ptedstaven jako model TLE v roce 1983 (Turski a kol., 1983). Pilokarpin
vede k destruktivnim zménam v riiznych oblastech mozku — napt. thalamus, amygdala,
hipokampus a neokortex (Biagini a kol., 2013). Strukturdlni zmény, které jsou podkladem
TLE, snizuji moznost uspéSnych terapeutickych piistupl, coz Casto ¢ini nemoc refrakterni
k soucasn¢ uzivané antikonvulzivni medikaci. Charakter zmén a poskozeni mozkové tkané u
pacienti s TLE a pilokarpinového modelu SE nasvédcuji, Ze patofyziologické zmény v obou
pfipadech jsou velmi podobné (Margerison a Corsellis, 1966). Trvani a intenzita SE
signifikantn¢ koreluje s ibytkem nervovych bunék, aktivaci astrocyti a strukturdlni
reorganizaci (Ldscher a kol., 2015).

Astroglioza, tedy patologicka proliferace a hypertrofie astrocytli zpiisobuje zvyseni
excitability neuronli, kterd mulze nakonec vyustit v rozvoj spontannich epileptickych
zachvatl. Na rozvoji proepileptogenniho stavu se mohou astrocyty podilet i zménami
propustnosti hematoencefalické bariéry (Tian a kol., 2005) a regulaci adenosintrifosfat (ATP)
signalizacni kaskady (Kumaria a kol., 2008). Astrocyty jsou hlavnim zdrojem ATP, ktery je
nasledné svym inhibi¢nim plisobenim vyznamnym zplsobem zapojen do procesu geneze,
propagace i ukonceni epileptického zachvatu (Kumaria a kol., 2008). Astrocyty mohou
uvoliiovat ATP prostfednictvim regulace vezikularniho transportu (Pascual a kol., 2005).
Extracelularni ATP se nasledné rozstépi pomoci enzymatické kaskady ectonucleosidaz na
adenosin (Cunha, 2001; Zimmermann, 2000). Presynaptické uvolnéni ATP a jeho nasledné

Stépeni na adenosin predstavuje zasadni prvek synaptické transmise.

1.4.2. Elektricky indukované SE modely a modely epileptickych zachvata

Pro studium excitability nervovych struktur se nejCastéji uzivaji modely piimé
kortikalni stimulace. Vyhodou uziti pfimé kortikalni stimulace je velmi nizk4 mortalita a
vysoké reprodukovatelnost, jelikoz piisobeni vyvolavajiciho faktoru lze opakovat, aniz by
dochédzelo ke strukturdlni prestavbé mozkové tkan€. Epileptiformni nésledné vyboje
(afterdischarges = ADs) slouzici ke studiu fokalnich zachvati vychézejicich z temporalniho
laloku jsou vyvolany stimulaci limbickych struktur (Kandratavicius a kol., 2014; Maresova a
Mares, 1987; Velisek and Mares, 2004). NejcastéjSim z nich jsou hipokampalni ADs, které
reprezentuji model fokdlnich epileptickych zachvatli s poruchou védomi s automatizmy, které

jsou patognomické pro temporalni epilepsii (Gorter a kol., 2016). Hipokampus patii mezi
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velmi vulnerabilni struktury mozku, jehoz elektrickou stimulaci dochdzi ke generovani ADs i
u zdravého mozku (Gollwitzer a kol., 2018). Délka trvani ADs, prah k vyvolani naslednych
vybojii, morfologie vyboji patii mezi =zakladni parametry, které se sleduji nejen
v experimetnalnich podminkach, ale i u pacientd s implantovanymi elektrodami (Gollwitzer a
kol., 2018). Bylo prok4zano, Zze v misté epileptogenniho loziska je trvani ADs delSi a prah
k jejich vyvolani pomoci kortikdlni stimulace niz$i nez v mistech, které epileptiformni

aktivitu negeneruji (Liu a kol., 2017).

1.5. Adenosin a jeho role v epileptogenezi

Pro vSechny zijici organismy je nezastupitelnd existence mechanismi, které zajistuji
svym bunkdm dostatecny zdroj energie. Ribonukleosid adenosin je endogenni
neuromodulator  synaptické transmise uplatiujici se viadé¢ fyziologickych i
patofyziologickych procesi — napf. regulace pratoku krve, regulace glykémie, lipolyzy,
konzumpce kysliku (Fredholm a kol., 2005a). Vyznamnym podilem se uplatiiuje v regulaci
excitability mozku (Dunwiddie, 1980; Fredholm a kol., 2005b), proto jakékoliv naruSeni
metabolismu adenosinu muze vést krozvoji Sirokého spektra neurologickych a/nebo
psychiatrickych onemocnéni.

Adenosin se vyznamné zapojuje do regulace homeostazy ovlivnénim signalizacnich
kaskad a neurochemickych substrati hrajicich roli v etiopatogenezi epilepsie. ATP uvolnéné
z astrocytll a nervovych bunék a jeho naslednd konverze na adenosin je hlavnim zdrojem
extracelularniho adenosinu. Adenosin a jind nukleosidovd analoga jsou hydrofilni a proto
neprostupuji pies plasmatické membrany. Do intracelularniho prostoru je adenosin
distribuovdn pomoci nukleosidovych transportéri (Cass a kol.,, 1999). Nukleosidové
transportéry jsou délené do dvou skupin — koncentra¢ni nukleosidové transportéry (CNT —
concentrative nucleoside transporters) spojené s gradientem Na’ a ekvilibra¢ni (ENT —
equilibrative nucleoside transporters). Za fyziologickych podminek ENT hraji dominantni roli
v udrzovani koncentrace intra- i extracelularniho adenosinu v mozku. Intracelularni
metabolismus adenosinu je ovliviiovan timto fizenym influxem adenosinu a nepfimo i
koncentraci extracelularniho adenosinu.

Pti poklesu ATP dochazi k vzestupu koncentrace adenosinu, ktery mechanismem
zpétné vazby vede ke zpomaleni metabolizmu fyziologickych dé&jti za ucelem Uspory energie

(Newby a kol., 1985). Adenosin je strukturalni soucasti nejen energetickych metaboliti AMP,
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ADP a ATP, ale rovnéz integralni souc¢asti RNA, koenzymi NAD, FAD a sekundarnich posli
(napt. cAMP). Zdroj adenosinu v extraceluldrnim prostoru je zajiStovan pomoci
nukleosidovych transportérii, St€penim z ATP pomoci ectonukleosidds a rozpadem cAMP
(Dunwiddie a Masino, 2001). V dasledku uzké vazby k energetickému metabolismu bunky je
povazovan za jeden z kliCovych regulatorti energetické homeostazy (Obr. 1). Svoji funkci
adenosin zprosttedkovava prostfednictvim vazby vysokoafinitnich inhibi¢nich A1 (AIR) a
excitacnich A2A adenosinovych receptori (A2AR) a/nebo nizkoafinitnich A2B (A2BR) a A3
adenosinovych (A3R) receptort (Zhou a kol., 1992; Dunwiddie a Masino, 2001).

Adenosinovy receptor

., Extracellularni
Intracellularni
ATP/ADP ATP/ADP
AMP AMP

S-nukleosidaza ll ADK
SAH ¢m== Adenosin < =

SAH-hydroldza B
deamindza ENT

Inosin

l S-ectonukleosidazo

> Adenosin

Obr. 1. Metabolismus adenosinu | AMP — adenosinmonofosfat; ATP/ADP — adenosintri/difosfat;
ADK - adenosinkindza; ENT — ekvilibra¢ni nukleosidovy transportér; SAH — S-
adenosylhomocystein

1.5.1. Adenosinové receptory

Inhibi¢ni ucinek adenosinu v centrdlni nervové soustavé je zprostfedkovan pies
pusobeni A1R. A1R maji ubikviterni zastoupeni v CNS s nejvyssi koncentraci v hipokampu a
neokortexu, oproti tomu A2R ma nejvyssi zastoupeni ve striatu (Rivkees a kol., 1995a). AIR

jsou lokalizovany jak pre- 1 postsynapticky. AI1R patii do skupiny metabotropnich receptort
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sptazenych s G proteiny (GPCR) — inhibi¢nimi Gi a Go. Jejich vazbou dochézi k inhibici
adenylylcyklazy aktivujici napétové fizené K* kanaly, dale k inhibici N-, P-, a Q-typu Ca™"
kanal a aktivaci fosfolipazy C (Fredholm, 2005). Aktivaci presynaptickych A1R dochazi
k inhibici uvoliiovani excitacni aminokyseliny glutamatu. Vysledkem aktivace AIR je
antikonvulzivni ucinek projevujici se potlacenim zachvatové aktivity (Boison, 2007a) a
ucinek neuroprotektivni (Cunha, 2005). Kromé synaptického u¢inku A1R je popisovan i
extrasynapticky efekt umoznujici ovlivnéni metabolismu mozkové tkan¢ (Haberg a kol.,
2000), kontrolu funkce astrocyti (van Calker a Biber, 2005). Tonick4 aktivace A1R
pusobenim endogenniho adenosinu je povazovana za jeden zmoznych mechanismi
inhibi¢niho u¢inku 1 na vzdalenosti vét§i nez plsobeni monosynaptické, principem
umoziujicim tzv. heterosynaptickou depresi (Manzoni, 1994). Ve strukturach s nejvyssi
expresi AIR, napf. hipokampus a neokortex (Fredholm, 2001) tak miiZze prostiednictvim
téchto receptorii dochazet k modulaci $iteni epileptické aktivity (Fedele, 2006; Kochanek,
2006).

A2R jsou na rozdil od A1R sptrazeny s aktivacnimi G proteiny - Gs a Golf (Dunwiddie
a Masino, 2001) a zprosttedkovavaji zejména excitacni ucinek v rlznych castech mozku
vcetné hipokampu (Fredholm, 2001). Uplatiuji se zejména v neuroprotekci (Cunha, 2005),
prevenci apoptozy (Silva, 2007). A2A receptory hraji kli¢ovou roli v modulaci ucinku
ostatnich neurotransmiterti a neuromodulatorti (Sebastiao a Ribeiro, 2000). A2A receptory
jsou lokalizovany vyluéné€ na tirovni synapse (Ferre, 2005).

Rozdily v afinit¢ receptori a vysoce determinovand prostorova distribuce
v jednotlivych strukturdch CNS zajistuje vysoky stupeit modulace nervové aktivity vcetné
jinych neurotransmiterti a modulatorti (Cunha-Reis a kol., 2007; Poulsen a Quinn, 1998; Rees
a kol., 2003; Sebastiao a Ribeiro, 2000; Studer a kol., 2006; Yu a kol., 1998) (Obr. 2). A1R i
A2AR jsou soucasti zejména glutamaternich synapsi (Rebola a kol., 2005a; Rebola a kol.,
2005b), ale jejich pritomnost byla rovnéz prokazana i v GABAergnich synapsich (Cunha a
Ribeiro, 2000). A2BR a A3R jsou zastoupeny v axondlnich zakoncenich, schwannovych
buiikach a myocytech (Garcia a kol., 2013).

Nedavné poznatky poukazuji na uplatnéni adenosinovych receptori v ovlivnéni
prostupnosti hematoencefalické bariéry (HEB). HEB tvofena pevnym spojenim bunék
endotelu kapilar, bazalni membranou a astrocyty vytvaii vysoce restriktivni bariéru regulujici
pomoci vysoce selektivni pinocytdzy, transcytézy a transportnich systémi jeji permeabilitu.

Po aplikaci agonisti AIR a A2AR dochazi k pfechodnému zvySeni permeability HEB pro
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makromolekuly (naptf. imunoglobuliny) po dobu ptlisobeni daného analoga odpovidajici
pfiblizné polocasu jeho rozpadu (Carman a kol., 2011). Ackoliv HEB dominuje zejména
protektivni lohou, mlze jeji omezend permeabilita predstavovat piekazku v dostupnosti

1é¢iva pro 1écbu onemocnéni CNS vcetné epilepsie.

Stupen A1 receptor Adenosin
exprese v CNS kinaza

neokortex, hipokampus, | neocortex, hipokampus
Vysoky mozecek, micha (Studer a kol., 2006)
(Poulsen a Quinn, 1998)

bazalni ganglia, bazalni ganglia,
Stredni diencephalon (Poulsen |thalamus (Studer a kol.,
a Quinn, 1998) 2006)
hypofyza (Yu a kol., hypofyza (Rees a kol.,
Nizky 1998) 2003)

Obr. 2. Stupeii exprese Al receptoru a adenosinkinazy v CNS v
dospélosti | Detaily uvniti obrazku.

1.5.2. Adenosinkinaza

Adenosinkindza (ADK) je klicovy enzym, ktery fosforyluje adenosin na 5-
adenosinmonofosfat (AMP), tim ovliviiuje a reguluje extracelularni koncentraci adenosinu
v mozku (Boison, 2006; Boison, 2008b) (Obr. 1). Adenosindeamindza nebo S-adenosyl-
homocystein (SAH) hydrolaza hraji vyrazné¢ mensi roli v regulaci adenosinu (Boison, 2006).
Jako akutni odpoveéd’ na inzult (SE, ischemie, trauma CNS) podléhd ADK rychlému poklesu
exprese (downregulace) vedouci ke zvySeni koncentrace adenosinu, tim se zesiluje i
neuroprotektivni u¢inek adenosinu ptisobiciho pres A1R.

V ptipad¢ probihajiciho prolongovaného zéachvatu ¢i epileptického statu dochdzi
k downregulaci ADK do 2 hodin (Gouder a kol., 2004), k upIné obnové exprese ADK dochazi
po dalSich 24 hodinach (Pignataro a kol.,, 2007). V piipadé opakovaného vystaveni
vyvolavajiciho faktoru (napf. recidivujici epileptické zachvaty) dochdzi naopak dlouhodobé&
ke zvySovani exprese (upregulaci) ADK (Gouder a kol., 2003). Tyto poznatky nasvédcuji, ze
upregulace ADK v epileptickém mozku, vyznacovaném repetitivnimi epileptickymi zachvaty,

je soucasti komplexniho procesu epileptogeneze, pti kterém dochazi ke snizeni plsobeni
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adenosinu na A1R. Za experimentdlnich podminek bylo soucasné s upregulaci ADK odhaleno
snizeni exprese A1R (Ekonomou a kol., 2000; Rebola a kol., 2005b). Astroglidza, ktera je
navozena pusobenim inzultu vede ke zvySené expresi ADK. Vyhradni exprese ADK
nervovymi buiikami v prub¢hu vyvijejiciho se mozku mize byt pfi¢inou zvySené vnimavosti
k epileptickym zachvatim (Studer a kol., 2006). Exprese ADK je u dospélého mozku nejvyssi
v neokortexu a hipokampu (Studer a kol., 2006) (Obr. 2). AvSak v dasledku plisobeni
stresovych faktort (napf. epileptického zachvatu) se muze ménit. ZvySeni exprese ADK
prokazateln¢ vedlo v experimentalnich podminkadch ke spusténi epileptickych zachvath
(Theofilas a kol., 2011). Naopak vysledkem inhibice ¢i zablokovanim exprese ADK je rapidni
narast koncentrace extracelularniho adenosinu (Fedele a kol., 2004; Giittinger a kol., 2005;
Huber a kol., 2002), zatimco overexprese ADK vede k redukci synaptické koncentrace
adenosinu (Fedele a kol., 2005). Farmakologickd inhibice ADK zvySuje koncentraci
adenosinu a tim snizuje nervovou excitabilitu prostfednictvim pisobeni na A1R v hipokampu
(Pak a kol., 1994). JelikoZ intracelularni koncentrace ATP je 100000x vyssi nez koncentrace
adenosinu (Fredholm a kol., 2005a), modulace ADK vede k rychlym a vyznamnym zménam
v koncentraci adenosinu, ale neovliviiuje natolik koncentraci ATP. ZmnoZeni astrocyt pak
vede ke zvySené expresi ADK, zvySené fosforylaci adenosinu a tim ke snizeni jeho
koncentrace (Aronica a kol.,, 2011). Tésné¢ pied ukonCenim zachvatu naopak hladina
adenosinu roste, coZ miize znamenat, Ze se vyrazn¢ podili na jeho ukonceni (Van Gompel a
kol., 2014).

Ke konci minulého stoleti byla prostfednictvim imunohistochemickych studii
prokdzana ptitomnost 2 isoforem ADK (McNally a kol., 1997; Spychata a kol., 1996). Jedna
se o formu ADK-L (long = 40,5 kDa) a ADK-S (short = 38,7 kDa). Ob¢ isoformy jsou
enzymaticky plné funkéni a nevykazuji Zadné zmény ve farmakokinetice (Sahin a kol., 2004).
Jedinym rozdilem je odliSnost v N-termindlnim useku, ktera je u ADK-L isoformy tvofena
20-21 AMK. Ty nahrazuji v porovnani s ADK-S isoformou jeji 4 AMK v N-termindlnim
useku. Od jejich objeveni se dlouhou dobu ptfedpokladalo, ze piitomnost obou isoforem je
vazéna na cytoplasmu (Sakowitz a kol.,, 2001). Recentni prace vSak prokazaly vyhradni
zastoupeni ADK-L isoformy v bunééném jadfe, zatimco ptitomnost ADK-S isoformy je
vyluéné€ vazéana na cytoplasmu (Cui a kol., 2009). Rozdily v celularni lokalizaci jednotlivych
isoforem ADK napovidaji o jejich rozdilné funkci ve fyziologickych procesech. Krome
nezastupitelné role v metabolismu purinit hraji rozdilnou roli v transmetylacnich reakcich

(Boison a kol., 2008a). Pfitomnost isoformy ADK-L v bunééném jadfe poukazuje na jeji
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regulacni funkci v metylaci DNA. Na rozdil od isoformy ADK-S, které se diky své lokalizaci

v cytoplasmé podili na regulaci extracelularni koncentrace adenosinu (Cui a kol., 2009).

1.5.3. Ontogenetické aspekty adenosinergniho systému v CNS

Postnatalni zmény v expresi adenosinovych receptori byly doposud popsany
v n¢kolika studiich. ZvySujici se exprese AIR i A2AR koreluje s progresivni maturaci
mozkové tkan¢ v prubéhu vyvoje (Rivkees a kol., 1995b). Densita A1R je nejvyssi od 10. do
40. dne vyvoje a poté postupné klesd (Daval a kol., 1991a; Daval a kol., 1991b). Zvysena
koncentrace extracelularniho adenosinu navic miize tuto densitu adenosinovych receptoril
pfechodné zvySovat (Doriat a kol., 1996). Strukturdlni charakteristika AIR i A2AR vsak
nemusi korelovat s funkei receptorii, navic pisobenim vyvolavajiciho inzultu mize podléhat
zmeénam oproti prirozenému vyvoji. Pfi narozeni je pomoci in situ hybridizace zjisténa
ptitomnost A1R zejména v subkortikalnich strukturach (Marangos a kol., 1982; Geiger a kol.,
1984), avsak afinita a vazebnd kapacita A1R se v pribéhu vyvoje snizuje (Cunha a kol.,
1995).

ADK je exkluzivné exprimovana ve vyzralém dospélém mozku pouze astrocyty
(Studer a kol., 2006) s vyjimkou neuronti olfaktorického bulbu, kde exprese ptetrvava az do
dospélosti (Gouder a kol., 2004). V obdobi postnatdlnim je ADK exprimovéna pouze
nervovymi buiikami, av§ak v pribéhu dalsi maturace dochazi k zastaveni exprese v nervovych
bunkach a dochazi k prevzeti exprese ADK vyhradné ve prospéch astrocytli. V mozku
laboratorniho potkana dochazi k této zméné v pritbéhu prvnich 3 tydni vyvoje (Studer a kol.,
1996).

Nezraly mozek je Casto nachylngjsi k rozvoji zachvatové aktivity, nez je tomu u
mozku dospélého jedince (Moshe, 2010). Rozdily v ménici se excitabilit¢ v pribéhu vyvoje
byly popsény i mezi jednotlivymi strukturami (Abdelmalik a kol., 2005). Vyvojové zmény
AIR a ADK mohou byt vysvétlenim pro vékové vazanou zménu excitability hipokampu,
nicméné doposud nebyly vyvojové zmény exprese AIR a isoforem ADK korelovany se

zménami excitability hipokampu.

1.5.4. Farmakologické moZnosti ovlivnéni adenosinergniho systému v epileptogenezi
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Obecnym cilem vyvoje antikonvulzivni terapie je nejen vymizeni ¢i vyznamna
eliminace epileptickych zachvatl, ale i redukce nezddoucich ucinkii. V soucastnosti ale
dominuje snaha o vytvofeni U¢inné terapie, kterd by vyrazné omezila i pravdépodobnost
rozvoje prvniho epileptického zachvatu po prodélaném inicidlnim inzultu (napt. trauma CNS,
SE atd.).

Zatimco selektivni antagonisté A1R maji silny prokonvulzivni G¢inek (Etherington a
Frenguelli, 2004), AI1R selektivni agonisté jako napt. 2-chloro-N6-cyclopentyladenosin
(CCPA) piisobi antikonvulzivné. AIR agonisté tedy vedou k potlaceni zachvatové aktivity
mozku (Huber a kol, 2002; Monopoli a kol., 1994). V nékterych modelech
farmakorezistentni epilepsie, pfi kterych selhalo uziti doposud uzivanych antikonvulziv, se
aplikace agonisti AIR jevi zdosavadnich vysledkii jako moZnost potencialniho
terapeutického snizeni excitability mozku (Gouder a kol., 2003).

V procesu epileptogeneze se mohou uplatnovat 1 A3R. Aktivace A3R receptorti na
axonalnich zakoncenich v hipokampu muze vést k desenzitizaci A1R (Lopes a kol., 2003).
V experimentalnich podminkach bylo zjiSt€no, Ze pii repetitivni stimulaci synapticky
uvolnény ATP degradovany na adenosin neni asociovany s inhibicnimi A1R ale s naopak s
excitatnimi A2AR, jelikoz afinita a vazebna kapacita A2AR ptevazuje nad A1R (Cunha a
kol., 1996). Synapticka aktivace A2AR, kterda je vysledkem recidivujicich epileptickych
zachvatl nésledné vede k downregulaci A1IR (Lopes a kol., 1999; Ekonomou a kol., 2000;
Glass a kol., 1996). Aktivace A2AR tak vede k prolongaci epileptické zachvatové aktivity
mozku. V n¢kolika studiich vSak bylo aktivaci A2AR dosazeno i antikonvulzivniho G¢inku
(De Sarro a kol., 1999; Huber a kol., 2002; Malhorta a Gupta; 1997).

Na pocatku 21. stoleti se v preklinickych studiich zkoumal U¢inek inhibitordi ADK
k ovlivnéni epileptickych zachvati (McGaraughty a kol., 2005; Kowaluk a Jarvis, 2000).
Aplikace inhibitoru ADK vychazi z ptedpokladu, Ze inhibice ADK vede ke zvySené aktivaci
A1R prostfednictvim vysSi dostupnosti adenosinu. V prabéhu poslednich 30 let doslo
k identifikaci fady inhibitort ADK blokujici zejména ADK-S isoformu. ADK-S isoforma se
diky své cytoplasmatické lokalizaci povazala za vhodnéjsi cil k regulaci koncentrace
adenosinu a tim ovlivnéni excitability mozku. AvSak dosavadni vyuziti a dal$i studium
inhibitort isoformy ADK-S je omezeno pro rozvoj vyznamnych nezadoucich ucinku, zejména
pro hepatotoxicitu a nezddouci kardiovaskuldrni G¢inky (Boison, 2006). Studiem isoformy

ADK-L bylo recentné zjisténo, ze zvysena exprese ADK-L vede zvySeni metylace DNA a ta
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se rovnéz muze podilet na manifestaci epileptickych zachvatl (Williams-Karnesky a kol.,
2013). Jako slibny se jevi vyvoj inhibitordt ADK s vysokou specificitou pro isoformu ADK-L
pro potencialné nizsi riziko rozvoje nezadoucich ucinki (Toti a kol., 2016). Nonselektivni
inhibitor ADK 5-ITU, jehoz u¢inek byl studovéan i v této disertacni praci, vede k vyrazné
eliminaci rizika rozvoje epilepsie po inicidlnim inzultu, konkrétné indukovaném SE (Sandau a
kol., 2020). Nonselektivni inhibitory ADK tak mohou v budoucnosti hrat nezastupitelnou roli
v prevenci rozvoje epileptickych zachvati.

5-iodotubercidin (5-ITU) je vysoce afinitni kompetitivni inhibitor ADK se stfedni
inhibi¢ni koncentraci IC50 26nM (Wotring a kol., 1979; Ugarkar a kol., 2000). Kromé¢
inhibice ADK je popsan jeho inhibi¢ni U¢inek na nukleosidovy transportér, inzulinovy
receptor tyrozin kinazy, fosforylkinazy atd. (Ugarkar a kol. 2000). I pfes mnohaletou znalost
se v poslednich letech 5-ITU stal ter¢em intenzivniho vyzkumu nejen v oblasti neurologie
(Boison a kol., 2013), ale v budoucnosti by mohl nabidnout své uplatnéni v oboru kardiologie
(Peart a kol., 2005), dermatologie (Kim a kol., 2017), onkologie (Zhang a kol., 2013) a
infektologie (Zhao a kol., 2022) (Obr. 3).

CCPA je vysoce selektivni lipofilni kompetitivni agonista adenosinovych AIR. CCPA
je doposud povazovan za jeden z nejvice selektivnich agonistii A1R (Capellaci a kol., 2005).
Je prokazano, Ze afinita CCPA (Ki value of 1.8 nM) je 2166x vé&tsi nez pro receptor A2A
(Franchetti a kol., 1998). Proto je vhodnym kandidatem ke studiu role adenosinovych AI1R
v Sirokém spektru neurologickych chorob vcetné epileptologie (Hamil a kol., 2012; Shi a kol.,
2021). Byl prokazan protektivni vliv CCPA, ktery vyrazn¢ snizoval riziko progrese
opakovanych zachvatl do rozvoje epileptického statu (Hamil a kol., 2012) (Obr. 3).

Antikonvulzivni Gc¢inek agonistt AIR a inhibitori ADK v hipokampu byl

demonstrovan pouze u dospélych jedincti (Ault a Wang, 1986; Boison, 2008b), doposud jejich

ucinek nebyl studovan v jakychkoliv fazich vyvoje mozku.
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Obr. 3. Molekula
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cyclopentyladenosinu
(CCPA) a 5-
iodotubercidinu (5-ITU)
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1. CILE A HYPOTEZY

Nasledky SE prodélaného v Casné fazi ontogenetického vyvoje mozku na jeho
excitabilitu (zejména excitabilitu hipokampu) a jeho podil na rozvoj epilepsie v budoucnosti
predstavuji hlavni cil této disertacni prace. Nové poznatky o zménach excitability hipokampu
po chemicky indukovaném inicidlnim inzultu (LiCl-pilokarpinovy SE) a bez jeho ptlisobeni
v prubéhu ontogeneze, objasnéni ulohy adenosinergniho systému (zejména ADK a A1R)
v pribéhu jednotlivych stadiich ontogeneze by mohly pfispét k podrobnéjSimu vysvétleni
procesti epileptogeneze. Ptfinosem prace by mohlo byt stanoveni a monitorace novych
podkladovych mechanismil (zejména zastoupeni receptorti a funkce enzymti) epileptogeneze,
kter¢ by vedlo k preventivnhim opatienim zabranujicim budoucimu rozvoji epilepsie u
pacientl po prodélaném SE.

Adenosin je modulator neurondlni excitability v experimentalnich modelech i u lidi
(Fredholm a kol., 2005a; Fredholm a kol., 2005b), vazbou na adenosinové receptory zajistuje
prokazatelny antikonvulzivni a neuroprotektivni ucinek (Boison, 2005; Cunha, 2005).
Vyvojové zmény A1R nebyly prozatim podrobné popsany, pfedchozi prace se zamétovaly jen
na ménici se zastoupeni receptorti v pribéhu ontogeneze, ale poznatky o jejich funkci
doposud nejsou znamy. Vyvoj AIR a moznost jeho farmakologického ovlivnéni jsou
predmétem vyzkumu této disertacni prace.

Navozeni SE u nezralého, vyvijejictho se mozku je doposud jen velmi okrajové
objasnéno. Rada studii a ziskanych dat o patofyziologickych zménach vyvolanych SE je
popsana jen u dospélé populace. Zmény excitability mozku v prabéhu piirozeného vyvoje a
po indukovaném SE a nésledné farmakologické ovlivnéni uzitim inhibitoru ADK by mohly
byt pifinosem pro vyvoj novych moznosti 1é€by epilepsie. Cilem planovanych pokusi
disertacni prace bylo studovat zmény ADK, které se odehravaji po inicidlnim inzultu a

farmakologickym z4sahem cilenym na ADK ovlivnit excitabilitu hipokampu.

Hypotéza 1: Role adenosinovych receptorii Al uplatiiujicich se v ucincich
adenosinu se v pritbéhu vyvoje mozku méni a tim vyrazné zasahuje do vyvoje excitability
hipokampu

Hypotéza 2: Cilenym farmakologickym ovlivnénim AIR Ize excitabilitu hipokampu

modulovat, av§ak ucinek se v pritbéhu ontogenetického vyvoje mozku méni

Hypotéza 3: Zmény v zastoupeni a funkci enzymu ADK a jeho isoforem mohou byt
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jednim 7 mechanismii epileptogeneze v nezralém mozku po probéhlém SE

Hypotéza 4: Inhibice ADK miiZe piedstavovat ucinnou lécbu zvySené excitability

hipokampu po vyvolaném SE v riznych fazich ontogenetického vyvoje mozku

25



2.  VLASTNI POZOROVANI

3.1. Vyvojovy profil adenosinového receptoru Al a isoforem ADK

3.1.1. Metodika

Experimentdlni zvifata: Veskeré procedury byly provadény v souladu se Zakonem na
ochranu zvifat (¢. 246/1992 Sb., v pozd¢jsim znéni €. 501/2020 Sb.) a schvaleny Etickou
komisi Akadamie Véd CR. Pro uéely tohoto experimentu bylo pouZito 102 samct potkana
kmene Wistar v rizném vékovém zastoupeni odpovidajici vyvojovému profilu lidského
mozku od novorozence po ranou dospélost. Jednalo se celkem o 4-6 zvifat pro kazdou
veékovou skupinu — v postnatalnich dnech P7, P10, P12, P15, P18, P25, P32, P45 a P52. Den
narozeni je pocitan jako PO. Odstaveni zvifat od matky prob¢hlo 21. den. Laboratorni zvitata
byla chovana v podminkach 12 hodinového cyklu svétlo/tma, pti pokojoveé teploté 22 +/- 1 °C
a s volnym pfistupem k vod¢ a potrave.

Western blot: Zmény v zastoupeni jednotlivych proteini AIR (38 kDa) a obou isoforem
ADK - ADK-S (38,7 kDa) a ADK-L (40,5 kDa) byly analyzovany u naivnich zvirat
(kontrol) pomoci metody Western Blot (Obr. 4). Pfi dosaZeni pfisluSného véku byla zvitata
usmrcena inhalacni analgosedaci v etherové komoie. Po navozeni respiracni a ob&hové
zastavy byla zvifatim provedena okamzit4 kraniektomie s naslednou resekci obou dorzéalnich
hipokampt, které byly zmrazeny pfi teploté -80 °C. Kvuli nedostatecnému materidlu tkané
hipokampt z jednotlivych zvifat byly analyzovany smésné vzorky ze 4-6 potkant. Vzorky
hipokampii byly natedény Laemmli pufrem v poméru 1:2 (0,125 M Tris pH 6,8, 20%
glycerol, 10% B-merkaptoethanol, 4% SDS, 0,004% bromfenolova modf) a pro denaturaci
zahtaty na teplotu 70 °C po dobu 20 min. Separace probéhla na 12% polyakrylamidovém gelu
v piitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE). Pro urceni velikosti proteint byl vedle
vzorkl ptfidan standard proteinu (Bio-Rad, Hercules, USA). Do jednotlivych jamek gelu byly
naneseny vzorky o objemu 20 pl a obsahu 10 pg proteinu. Poté, co probéhla elektroforéza
(300 V, 270mA, 23 min), byly proteiny pfeneseny pomoci aparatu Trans-Turbo (Bio-Rad,
Hercules, USA) na nitrocelul6zovou membranu (Bio-Rad, Hercules, USA). Dale byly
membrany blokovany po dobu 1 hod pifi pokojové teplote 5% odtucnénym mlékem v
promyvacim pufru TBS (Tris buffered saline). Pfes noc byly membrany inkubovany s

primarni protilditkou anti-A1R (1:30000; PA1-041A, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
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USA) nebo anti-ADK (1:3000; PA5-27399, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) v 5%
roztoku odtu¢néného mléka v promyvacim pufru pii teplot¢ 6 °C. Poté byly 3 % 10 min
promyty promyvacim pufrem a inkubovany s odpovidajici sekundarni protilatkou (1:30000,
#211-032-171, Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, USA) v 5% roztoku
odtu¢néného mléka a promyvaciho pufru pti pokojové teploté po dobu 1 hod. Po inkubaci
byly membrany opét promyty 3 x 15 min promyvacim pufrem. Jako nanaSeci kontrola byla
pouzita metoda Stain-free (Collela a kol.,, 2012). Detekce signalu probihala pomoci
chemiluminiscenéniho substratu (Supersignal WestFemto, #34096, Thermo Scientific) v
ptistroji ChemiDocTM (Bio-Rad, Hercules, USA). Bloty byly kvantifikovany
v normalizovanych jednotkéach intenzity (NIU) pomoci programu ImagelLab 6.1 (Bio-Rad,
Hercules, USA). Poméry mezi isoformou ADK-L/-S byly kvantifikovany pomoci programu
ImagelJ software (verze 1.52, ImageJ, USA). Statistickd analyza byla provedena minimaln¢ z
2 opakovani kazdého vzorku.

Statistika: Srovnani a graficka vizualizace NIU jednotlivych v€kovych skupin v zastoupeni
A1R a isoforem ADK-L a ADK-S byla provedena programem Prism (verze 8.0, GraphPad,
La Jolla, USA). Statistickd analyza rozdilu mezi vyvojovymi skupinami byla provedena
pomoci metody One-way ANOVA a nasledné mezi jednotlivymi skupinami pomoci t-testu.

Hladina vyznamnosti byla vzdy stanovena jako p < 0,05 nebo p < 0,001.

5 § [ Perinatalni I Infantilni I Juvenilni IAdoIescenceI Dospélosti]
§‘§[ P7 | (P10 | (P12 ] (P15 | (P8 | [Pt | Pas | (P32 | [Pas | P2 |
Ef: : + + + + + + + + +
5 Té + + + + + + + + +
X s =
=3 SE+2h
? oy + + +

Obr. 4. Western blot - schéma pokusu | Zeshora dolti: obdobi ontogeneze, Western blot (WB)
A1R u kontrol, WB ADK u naivnich kontrol a po epileptickém statu (SE). Detaily uvniti obrazku.
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3.1.2. Vysledky

Exprese A1R v hipokampu dosahla svého maxima u 10-dennich potkant. V porovnani
s 12-, 15- a 18-dennimi zvifaty doslo k poklesu exprese AIR, avSak signifikantniho rozdilu
v poklesu exprese bylo dosazeno u 25-dennich (F = 8,9424, p < 0,01) a starSich vékovych
skupin. Signifikantni sniZzeni exprese bylo prokazano i u 32-dennich zvifat v porovnani s 12- a

15-denni veékovou skupinou (p < 0,01) a u 52-dennich zvifat v porovnani s21-denni a

mlads$imi skupinami (p <0,01) (Obr. 5 a 6).

~38kDa

— -_..,—""
il e ——————————————

P7 P10 P12 P15 P18 P21 P25 P32 P52 P7 P10 P12 P15 P18 P21 P25 P32 P52

Obr. 5. Western blot — A1R v priibéhu ontogeneze | Osa X: zleva doprava u 7-, 10-, 12-, 15-,
18-, 21-, 25-, 32- 52-dennich potkand v identickych duplicitich méfeni. Detaily uvnitf obrazku.
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Obr. 6. Exprese Al receptory v priibéhu ontogeneze (mean gray value + SEM) | Osa X: zleva
dopravau 7-, 10-, 12-, 15-, 18-, 21-, 25-, 32- a 52-dennich potkant v identickych duplicitach
méfeni. Osa Y: Normalizované jednotky intenzity (NIU). Detaily uvnitt obrazku.

Exprese ADK v hipokampu prokéazala, Ze v porovnédni s nejmladsi 7-denni vékovou
skupinou doslo ke zvySeni exprese isoformy ADK-L v pribéhu nasledujicich dvou tydnua
(P10-P21). S dalSim vyvojem byl zaznamenan pozvolny pokles, avSak rozdily nebyly
signifikantni. V ptipad¢ isoformy ADK-S doslo k postupnému zvySovani exprese v pribéhu
rané ontogeneze. Signifikantni rozdily byly zaznamenany u 18- (F = 19,02; p = 0,0047), 21-
(F = 14,92; p = 0,0416), 32- (F = 18,03; p = 0,0342) a 45-dennich potkant (F = 15,51; p =
0,0280) v porovnani s nejmladsi skupinou. Nejvyssi exprese isoformy ADK-S byla prokazana
u 18-denni skupiny potkand, ktera dosdhla hladiny vyznamnosti v porovnani se skupinami 7-
(F =16,69; p = 0,0117), 10- (F = 17,32; p = 0,0114) a 12-dennich (F = 12,37; p = 0,0199)
zvitat (Obr. 7 a 8).
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Obr. 7. Western blot — ADK isoformy ADK-S (38,7 kDa) a ADK-L (40,5 kDa) v pribéhu
ontogeneze u naivnich kontrol a po SE | (A) U kontrol: Osa X - zleva doprava u 7-, 10-, 12-, 15-,
18-, 21-, 25-, 32- 45-dennich potkant v identickych duplicitich méteni. (B) Po SE: Osa Y - zleva
doprava: u 12-, 15-, 32-dennich potkani v identickych duplicitach méteni. Detaily uvniti obrazku.

Pomér ADK-L/ADK-S, ktery nazorn¢ji reflektuje zmény v zastoupeni obou isoforem
ADK v prubehu vyvoje, prokazal signifikantni pokles ve skupiné 12- (F = 1,251; p = 0,0474),
15- (F =6,869; p=0,0124), 18- (F = 638,9; p = 0,0043), 21- (F = 716,7; p = 0,0044), 25- (F =
686,3; p = 0,0046), 32- (F = 2257; p = 0,0041) a 45-dennich zvitat (F = 2064; p = 0,004)
v porovndni s nejmlads$i skupinou 7-dennich zvitat. Z téchto vysledkli lze usuzovat, ze
v prubéhu normalniho ontogenetického vyvoje hipokampu dochazi k pfevaze exprese

isoformy ADK-S nad isoformou ADK-L (Obr. 8).
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U skupiny potkan po SE byl pozorovan vyrazny pokles v expresi isoformy ADK-L
v Casovém odstupu 6 hodin po SE v porovnani s kontrolni skupinou 12-dennich zviiat (F =
13,07; p=0,021). Ve stejné vekové skupiné byly vysledky u exprese isoformy ADK-S ptesné
opacné, doslo k signifikantnimu vzestupu exprese u zvitat po SE v porovnani s kontrolami (F
= 1,174; p = 0,0425). V Casovém odstupu 3 a 20 dnii byla zjiSténa zvySend exprese obou

isoforem po SE i u kontrol v porovnani s mladSimi skupinami, ale signifikantni rozdil byl
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zaznamenan pouze u isoformy ADK-L, u 15- (F = 538,9; p <0,0001) a 32-dennich zvitat (F =
174,72; p = 0,0466) v porovnani s 12-denni skupinou po SE. Pomér isoforem ADK-L/-S po
SE ukazal signifikantni narast u 32-dennich zvifat v porovnani s 15- (F =6,003; p=0,0103) i
12-denni skupinou (F = 112,4; p = 0,0005) a mezi 15-denni skupinou v porovnani s 12-
dennimi zvitaty (F = 18,75; p = 0,0005) (Obr. 9).
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3.2.  Vliv agonisty AIR na zmény excitability hipokampu v pribéhu ontogeneze

3.2.1. Metodika

Experimentdlni zviirata: Veskeré procedury byly provadény v souladu se Zakonem na
ochranu zvitat (¢. 246/1992 Sb., v pozdéjSim znéni ¢. 501/2020 Sb.) a schvaleny Etickou
komisi Akadamie Véd CR. Pro uéely tohoto experimentu bylo pouzito 198 samcti potkana
kmene Wistar v rizném vékovém zastoupeni odpovidajici vyvojovému profilu lidského
mozku od novorozence pro ranou dospélost. Jednalo se celkem o 8-10 zvifat pro kazdou
vékovou skupinu — v postnatalnich dnech P12, P15, P18, P25, P45 a P60. Den narozeni je
pocitan jako P0O. Odstaveni zvifat od matky prob¢hlo 21. den. Laboratorni zvifata byla
chovana v podminkéach 12 hodinového cyklu svétlo/tma, pii pokojové teploté 22 +/- 1 °C a s

volnym pfistupem k vodé¢ a potrave.

5 § [ Perinatalni I Infantilni I Juvenilni IAdoIescenceI Dospélosti]
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Obr. 10. Vliv agonisty A1R na zmény excitability hipokampu - schéma pokusu | Zeshora dol:
obdobi ontogeneze, hipokampalni nasledné vyvoje (ADs) u kontrol, po aplikaci CCPA v davce
0,5mg/kg, po aplikaci CCPA v davce 1,0mg/kg. Detaily uvnitf obrazku.

Implantace elektrod: Chirurgicka implantace elektrod byla vedena v celkové inhala¢ni
anestezii 0,5-2% isofluranem. Hluboké stimula¢ni elektrody (Plastics One, Roanoke, VA,
USA) byly pomoci stereotaktického aparatu implantovany do dorzalniho pravostranného
hipokampu, registra¢ni elektrody do levostranného dorzadlniho hipokampu (Obr. 11).
Koordinaty pro implantaci elektrod do dorzalnich hipokampt byly odvozeny od vychoziho
schématu pro 30. postnatdlni den dle stereotaktického atlasu (Paxinos a kol., 1997) -
anteroposteriorn¢ (AP) -3,0 mm, laterdln¢ (L) +2,8 mm, do hloubky (D) +3,0 mm)) a
pfepocitany dle skute¢né vzdalenosti bregma-lambda. Po skonceni elektrofyziologické casti

studie byla zvifata usmrcena pomoci piredavkovani inhala¢ni analgosedace etherem. Spravné
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umisténi elektrod bylo verifikovdno na histologickych vzorcich mozkové tkané€, konkrétné na
fezech obarvenych Nisslovou substanci (Obr. 12). Mimo stimulacni a registracni elektrody v
hipokampu jsme registrovali EEG signal ze senzorimotorického (SMA) kortexu pravé i levé
hemisféry (AP + 1,0 mm, L + 2 mm). Referen¢ni a zemnici elektrody byly umistény nad
cerebellum. Jednotlivé elektrody byly umistény do 6-pinového konektoru a fixovany na lebce
pomoci dentalni pryskyfice (Duracrol, Dental, Ceska republika). Po ukongeni implantace (cca
30-60 min) byla ukoncCena celkova inhala¢ni anestezie isofluranem. Po vigilizaci byla

dodrZena minimalni lhita 60 minut k zahajeni vlastniho experimentalniho méteni.

Stimulaéni (AP-3,0, L+2,8, D+3,0)

H ?Registraéni Il. (AP+1,0, L+2)
i J

/ I.amtda/ ; [ ] G

°

Bregma

—Registraéni lll. (AP+1,0, L+2)

Registraéni . (AP-3,0, L+2,8, D+3,0)

Obr. 11. Schéma lokalizace elektrod | Stereotaktické koordinaty v zavorkach:
AP = antero-posteriorni, L = lateralni, D = do hloubky; R — referencni elektroda; G —
zemnici elektroda
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Piima kortikdalni stimulace, ndsledné hipokampdlni vyboje: Zvitata simplantovanymi
elektrodami byly s dostatecnym odstupem od operace umistény jednotlivé do plastovych
vyhiivanych boxli a propojeny pomoci kabelu se zesilova¢em a stimuldtorem. Pro ucely prace
byl vyuzit stimuldtor Model 2100 (A-M Systems, Sequim, WA, USA). Stimula¢ni protokol
s nadprahovou intenzitou stimulace byl uplatnén pro vyvolani prvniho ADs u kazdého zvitete

(0,2 — 2,0 mA), tato intenzita byla pouzita opakované pro dalsi stimulace (celkem 6x).
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Jednotliva stimulace byla aplikovéna v trvani 2 sek a s frekvenci 60 Hz, mezi jednotlivymi
stimulacemi byl dodrZen rozestup 20 minut. Délka trvani ADs a prah intenzity k jejich
vyvolani byly zakladnimi studovanymi charakteristikami. Kazdé zviie bylo pfipojeno a
monitorovano 20 minut pfed zahijenim vlastniho méfeni, aby bylo odhaleno ptfipadné
ovlivnéni vysledkll rozvojem spontannich epileptickych zachvat. Analogovy registrovany
EEG signal byl zpocatku upraven zesilovacem (Pentusa Base Station, Tucker-Davies
Technologies, Alachua, FL, USA), nasledn¢ digitalizovan a zpracovan pomoci programu
TDT Open Project (Tucker-Davies Technologies, Alachua, FL, USA).

Farmakologické ovlivnéni AIR: Agonista AIR CCPA (Tocris Biosciences, Bristol, UK) byl
injek¢éné intraperitondlné aplikovan laboratornim potkantim v davce 0,5 mg/kg a 1,0 mg/kg.
Dévkovani bylo stanoveno podle pfedchozich praci z nasi laboratoie (Mares a kol., 2014).
Utinek agonisty AIR CCPA byl studovan pouze u naivnich zvitat. Kazda experimetnalni
vékova skupina se skladala z 9-14 zvitat. CCPA byl pted aplikaci smichan s roztokem Tween
80 k zajisténi suspenze a natfedén fyziologickym roztokem do finalni koncentrace 1 mg/ml. U
kontrolnich vékovych skupin bylo misto CCPA aplikovano adekvatni mnozstvi
fyziologického roztoku intraperitonedlné. K aplikacim doslo 10 minut pted prvni stimulaci.
Statistika: Analyza elektrofyziologickych dat byla provedena pomoci programu SigmaStat
(SYSTAT Inc., San Jose, USA). Délka trvani ADs v ramci jednotlivych vékovych skupin a
pro jednolivé davky agonisty CCPA byla zhodnocena metodou One-way ANOVA a
Repeated-measures analysis of variance (RM ANOVA). Préh k vyvolani ADs u kontrolnich
zvitat a dvou davkach CCPA byl analyzovan metodou One-way ANOVA a Holm-Sidak

testem. Hladina vyznamnosti byla vzdy stanovena jako p<0.05.

3.2.2. Vysledky

3.2.2.1. Prah intenzity stimulace

cwwvr

hipokampu k vyvolani ADs. Vékoveé védzané rozdily v hodnoté prahu intenzity byly
pozorovany u kontrolnich zvifat 1 po aplikaci A1R agonisty CCPA. K vyvolani ADs po
aplikaci obou davek CCPA bylo potieba signifikantné vyssi intenzity stimulace u 12-, 15-, 18-

a 60-dennich zvifat v porovnani s vékové korespondujicimi kontrolnimi skupinami. Podobny
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vysledek byl zaznamenan u 45-denni skupiny zvifat, ale pouze u vyssi davky CCPA (1,0
mg/kg). V ptipadé 25-denni skupiny nedoslo k Zadnym signifikantnim zménam (Obr. 13).
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Obr. 13. Efekt agonisty A1R 2-chloro-N6-cyclopentyladenosinu (CCPA) na prah intezity
k vyvolani hipokampélniho nasledného vyboje (ADs) (mean +SEM) | Zeshora dolt: u 12-, 15-,
18-, 25-, 45- a 60-dennich potkan®. Osa Y: intenzita stimulace (mA). Bily sloupec — kontrola, svétle
modra — CCPA 0,5 mg/kg, tmavé modra — CCPA 1,0mg/kg. Jedna nebo tii hvézdicky — signifikantni
rozdil v porovnéni s vékoveé korespondujici skupinou s hladinou vyznamosti p < 0,05, respektive p <
0,001.

3.2.2.2. Nasledné hipokampalni vyboje

Délka trvani ADs byla predmétem méfeni této Casti pokusu. Prahovou intenzitou
elektrické stimulace doSlo k vyvolani ADs. V pfipadé elekrické stimulace hipokampu maji
ADs u potkana typickou morfologii. Kratce po stimulaci dochdzi k rozvoji repetitivnich
vysokofrekven¢nich (> 14 Hz) polyspikes (PS), s postupnym zpomalenim vin do pdsma delta
sttedni aZ vys§i amplitudy a/nebo theta vin ostrého tvaru (Kotloski a kol., 2002) obvykle
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nasledované vzorcem nizkovoltdznich vysokofrekvencnich oscilaci (> 80 Hz) (Bragin a kol.,
1997) (Obr. 14). Rozvoj ADs je v hipokampu casto doprovdzen behavioralnimi projevy
podobnymi semiologii automotorického zachvatu z oblasti mezialnich limbickych struktur —
oroalimentarni automatismy (olizovani, Zvykani, polykani, kousani atd.). Ke konci
elektroklinického nebo elektrografického zachvatu jsou casto pozorovany tzv. ,wet dog
shakes* (WDS). Zachyceni WDS je povaZovano za prikaz epileptiformni aktivity hipokampu
(Frush a McNamara, 1986). U mlad’at potkana jsou WDS pozorovany az po dosazeni 2. tydnu

véku v diisledku dokon€ovani dozravani mozkovych drah (Veliskova a kol., 1988).

Hipokampalni ADs - P25 kontrola Hipokampalni ADs - P60 kontrola

05mv’ 05mv

Hipokampalni ADs - P25 CCPA 1,0mg/kg Hipokampalni ADs - P60 CCPA 1,0mg/kg

0.5mV 05mV

Obr. 14. Hipokampalni nasledné vyboje (ADs) u 25- a 60-denniho potkana | Zeshora dold: u
kontrol, po aplikaci CCPA v dévce 1,0 mg/kg. Zleva doprava: u 25- a 60-dennich zvitat.

U nejmladsich skupin 12- a 15-dennich zvifat nebyl zaznamenan zadny rozdil v délce
trvani ADs po aplikaci CCPA v davce 0,5 mg/kg v porovnani s kontrolnimi zvifaty stejné
vékové skupiny. Ve stejné davce CCPA bylo prokazano signifikantni zkraceni ADs u 18-
dennich zvifat a to pouze po stimulaci 0,2 mA (F = 15,413; p = 0,002). Narozdil od nizsi
davky CCPA doslo po aplikaci davky 1,0 mg/kg ke zkraceni délky ADs u 12- (F = 0,653-
20,626; p = 0,014-0,459), 15- (F = 1,883-20,508; p = 0,017-0,203) a 18-dennich potkant (F =
1,553-6,368; p = 0,023-0,232). U 12-dennich zvifat bylo signifikantni zkraceni od intezity
0,3-0,6 mA, u 15-dennich pouze u poslednich 2 stimulacich. CCPA v dévce 1,0mg/kg vedl u
18-denni skupiny zvitat ke zkraceni délky ADs od intenzity 0,2-0,6 mA s vyjimkou 0,5 mA
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(F = 2,950-6,368; p = 0,023-0,101). Opacny efekt po aplikaci CCPA v davce 1,0 mg/kg byl
zaznamenan u 25-denni skupiny zvifat. U této vékové skupiny doslo k prodlouzeni ADs pii
intenzité 0,4-0,6 mA (F =4,474-8,284; p = 0,009-0,047). Zkraceni délky ADs bylo nasledkem
u 45-dennich potkanti u obou davek CCPA ve srovnani s kontrolami (F = 3,458-16,007; p =
0,021-0,035 a F = 4,332-13,561; p = 0,004-0,039) s vyjimkou davky 0,5 mg/kg u nejnizsich
intenzit od 0,05-0,3 mA. I nejstarsi skupina 60-dennich potkant prokazala zkraceni ADs u
obou davek CCPA v porovnani s kontrolami u vSech intenzit (F = 2,224-13,236; p = 0,005-
0,019 a F = 7,877-16,431; p = 0,007-0,023) mimo 0,05 a 0,2 mA, kde niz§i davka nevedla
k signifikantni zméné (Obr. 15).
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Obr. 15. Efekt agonisty A1R 2-chloro-N6-cyclopentyladenosinu (CCPA) na délku trvani
hipokampalnich naslednych vyboji (ADs) (mean +SEM) | Zeshora dolt: u 12-, 15-, 18-, 25-,
45- a 60-dennich potkanti. Osa Y: Délka trvani ADs (sek), Osa X: intenzita stimulace (mA).
Bily sloupec — kontrola, svétle modry sloupec — CCPA 0,5 mg/kg, tmavé modry sloupec —
CCPA 1,0mg/kg. Hvézdicka — signifikantni rozdil v porovnani s vékoveé korespondujici
skupinou s hladinou vyznamosti p < 0,05. Cisla 0 nebo 1 znamenaji 7adné, respektive jedno

zvite ve skuping€ s vyvolanim ADs.




3.3. Uloha ADK ve zméné excitability hipokampu v pribéhu intaktniho vyvoje

mozku a po indukovaném SE

3.3.1. Metodika

Experimentdlni zvifata: Veskeré procedury byly provadény v souladu se Zakonem na
ochranu zvifat (¢. 246/1992 Sb., v pozd¢jsim znéni €. 501/2020 Sb.) a schvaleny Etickou
komisi Akadamie Véd CR. Pro uéely tohoto experimentu bylo pouZito 285 samct potkana
kmene Wistar v rizném vékovém zastoupeni odpovidajici vyvojovému profilu lidského
mozku od novorozence po ranou dospélost. Jednalo se celkem o 8-10 zvifat pro kazdou
veékovou skupinu — v postnatalnich dnech P12, P15, P18, P25, P32 a P45. Den narozeni je
pocitan jako PO. Odstaveni zvifat od matky probéhlo 21. den. Laboratorni zvifata byla
chovana v podminkach 12 hodinového cyklu svétlo/tma, pti pokojové teploté 22 +/- 1 °C a s
volnym pfistupem k vodé a potrave.

Status epilepticus: 24 hodin pred vyvolanim epileptického statu (SE), tedy 11. den
postnatalniho vyvoje (P11), byl vSem zvifatim aplikovan roztok lithium chloridu (LiCl) v
davce 127 mg/kg intraperitondlné. LiCl umoznuje snizit davku pilokarpinu nutného k
vyvolani SE a tim snizuje vyznamné¢ morbiditu a mortalitu zvifat. 12. den postnatalniho
vyvoje (P12) doslo k aplikaci pilokarpinu v davce 40 mg/kg intraperitonalné. Z kazdého vrhu
byl pilokarpin aplikovan pfiblizné poloviné zvifat, ostatnim zvifatim byl aplikovan
fyziologicky roztok (4 ml/kg) intraperitonealné (Obr. 17). U experimentalnich zvifat po
aplikaci pilokarpinu byly v prabéhu dalSich 2 hodin sledovany behavioralni a motorické
projevy zvifat, které byly klasifikovany pomoci modifikované Racinovy Skaly. Mezi
semiologické projevy SE byla zahrnuta stddia 4-6 modifikované Racinovy Skaly (Obr. 16).
Pro naSi studii bylo zahrnuto celkem 100 zvifat po indukovaném SE, ktera dle Skaly
odpovidala stadiu 6. Po uplynuti 90 minut po aplikaci pilokarpinu (nebo fyziologického
roztoku) byl zvifatim aplikovan paraldehyd intraperitonedlné v davce 0,07 ml/kg za Gcelem
zastaveni konvulzivniho zichvatu a tim sniZzeni mortality. Dalsi 2 hodiny byla zvitata
ponechdna v izolaci a teprvé poté vracena k jejich matce. V dasledku izolace od matky byla

vSechna zvifata umisténa ve vyhiivanych boxech na teplotu 34 °C.
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Racinova modifikovana skala

Typ behavioralnich projevu

Obr. 16. Racinova
modifikovana §kala

5-ITU
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Skoére 0 beze zmény chovani
Skoére 1 orofacialni pohyby
Skore 2 kyvani hlavou
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Obr. 17. Uloha ADK ve zméné excitability hipokampu v pribéhu intaktniho vyvoje mozku a
po indukovaném SE- schéma pokusu | (A) Indukce SE. (B) Zeshora dolti: obdobi ontogeneze,
hipokampalni nasledné vyvoje (ADs) u kontrol, po SE, po aplikaci 5-ITU u kontrol i SE. Detaily
uvniti obrazku. ADs = nasledné vyboje; PILO = pilokarpin; PARA = paraldehyd, SE = status

epilepticus; 5-1ITU = 5-iodotubercidin

Implantace elektrod: Chirurgicka implantace elektrod byla vedena v celkové inhalacni

anestezii 0,5-2% isofluranem. Hluboké stimulaéni elektrody (Plastics One, Roanoke, VA,

USA) byly pomoci stereotaktického aparatu implantovany do dorzalniho pravostranného

hipokampu, registracni elektrody do levostranného dorzalniho hipokampu (Obr.11).

Koordinaty pro implantaci elektrod do dorzalnich hipokampt byly odvozeny od vychoziho
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schématu pro 30. postnatdlni den dle stereotaktického atlasu (Paxinos a kol.,, 1997) -
anteroposteriorné¢ (AP) -3,0 mm, laterdln¢ (L) +2,8 mm, do hloubky (D) +3,0 mm) a
prepocitany dle skutecné vzdalenosti bregma-lambda. Po skonceni elektrofyziologické Casti
studie byla zvifata usmrcena pomoci pfedavkovani inhala¢ni analgosedace etherem. Spravné
umisténi elektrod bylo verifikovdno na histologickych vzorcich mozkové tkané€, konkrétné na
fezech obarvenych Nisslovou substanci (Obr. 18). Mimo stimulacni a registracni elektrody v
hipokampu jsme registrovali EEG signal ze senzorimotorického arey (SMA) pravé i levé
hemisféry (AP + 1,0 mm, L + 2 mm). Referen¢ni a zemnici elektrody byly umistény nad
cerebellum (Obr. 11). Jednotlivé elektrody byly umistény do 6-pinového konektoru a
fixovany na lebce pomoci dentalni pryskyfice (Duracrol, Dental, Ceska republika). Po
ukonceni implantace (cca 30-60 min) byla ukoncena celkova inhala¢ni anestezie isofluranem.
Po vigilizaci byla dodrZzena minimalni lhiita 60 minut k zahajeni vlastniho experimentalniho
méteni. U zvifat s indukovanym SE byl dodrzen odstup minimalné 6 hodin od ukonceni
motorickych projevii SE. V pribéhu implantace elektrod byla zvifatim zajiSténa stabilni

télesna teplota pomoci nahtivacich desticek vyhtivanych na 34 °C.
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P15/ | Obr. 18. Histologicka
verifikace lokalizace
elektrod | Koronalni
tezy dorzalniho

CA1 i
hipokampu po
CA2 implantaci
registracnich elektrod
CA3

DG do CALl. Zleva
doprava: V fezech
obarvenych Nisslovou
P25 substanci, ve
schematickém
zobrazeni. Zeshora

CA1 dolti: 15-, 25-, 32- a 45-
dennich potkand. Sipky
znazornuji lokalizaci

_\“ registracnich elektrod.
Detaily uvnitf obrazku.

P32

CA1

Piima kortikdalni stimulace, ndsledné hipokampadlni vyboje: Zvitata simplantovanymi
elektrodami byly s dostateénym odstupem od operace umistény jednotlivé do plastovych
vyhfivanych boxl a propojeny pomoci kabelu se zesilova¢em a stimulatorem. Pro ucely nasi
prace byl vyuzit stimulator Model 2100 (A-M Systems, Sequim, WA, USA). Oproti
pfedchozim pokustim byl pouZit stimulaéni protokol s pevné stanovenou vzristajici intenzitou
stimulace od 0,05 do 6 mA (celkem 7 stimulaci). Jednotliva stimulace byla aplikovana
v trvani 2 sek a s frekvenci 60 Hz, mezi jednotlivymi stimulacemi byl dodrzen rozestup 20

minut. Délka trvani ADs a prah intenzity k jejich vyvolani byly zakladnimi studovanymi
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charakteristikami. Kazdé zvife bylo pfipojeno a monitorovano 20 minut pfed zahdjenim
vlatniho méfeni, aby byl vyloucen vliv spontannich epileptickych zachvati na vysledky
stimulace. Analogovy registrovany EEG signal byl zpocatku upraven zesilovatem (Pentusa
Base Station, Tucker-Davies Technologies, Alachua, FL, USA), néasledn¢ digitalizovan a
zpracovan pomoci programu TDT Open Project (Tucker-Davies Technologies, Alachua, FL,
USA).

Video-EEG monitorovani: 7 vékové skupiny P15, P32 a P45 bylo 10 kontrolnich zvitat a 10
zvitat po SE bez pifedchozi aplikace inhibitoru ADK pfipojeno na 24hodinovy V-EEG
monitoring za ucelem detekce spontannich epileptickych zachvatii. Dalsich 10 zvifat po SE
v kazdé studované skupiné podstoupilo intraperitonealni aplikaci inhibitoru 5-ITU (viz
farmakologické ovlivnéni ADK) (Obr. 19). Zvifata byla umisténa jednotlivé do vyhtivanych
boxt s podestylkou a s neomezenym piistupem k vod¢ a potravé. Postup implantace elektrod,
jejich umisténi a fixace byl totozny jako v predchozi ¢asti pokusu s kortikalni stimulaci.
Vyjimkou byla implantace registracni elektrody namisto stimulacni i do pravého dorzéalniho
hipokampu.

Western blot: Zmény v zastoupeni isoforem ADK — ADK-S (38,7 kDa) a ADK-L (40,5
kDa) byly zjistény u 3 vékovych skupin zvitat — P12, P15 a P32 po SE (Obr. 9). Metodicky
postup analyzy Wester Blot byl totozny s postupem uvedenym v ¢asti 1.1.

Farmakologické ovlivnéni ADK: Inhibitor ADK 5-ITU (Tocris Biosciences, Bristol, UK) byl
aplikovan potkaniim injekéné v davce 3,1 mg/kg intraperitonedlné. 5-ITU byl pouzit pouze
v jedné déavce, shodné s tou, kterd byla zkoumana na dospélych potkanech v jinych pracech
(Gorter a kol., 2006). Uginek 5-ITU byl studovan ve skupiné kontrolnich zvitat i zvitat po SE.
Konkrétné z vysledkii ¢asti studie na hipokampalnich vybojich byly vybrany 3 vékové
skupiny zvitat — P12, P25 a P32 reprezentujici perinatalni, infantilni a juvenilni obdobi. 5-ITU
byl opét pripraven formou suspenze s kapkou Tween 80 a nafedén fyziologickym roztokem
do vysledné koncentrace 3,Img/l. 5-ITU byl aplikovan 10 minut pfed zahijenim piimé
kortikalni stimulace. Aplikace 5-ITU piedchdzela V-EEG monitorovani u 15-, 32- a 45-denni
skupiny zvifat po SE. K intraperitonedlni aplikaci 5-ITU dosSlo ve dvou davkach, prvni
aplikace byla provedena 2 hodiny po ukonceni LiCl-pilokarpinového SE a druha s odstupem
24 hodin, aplikovana davka byla v obou piipadech 3,1 mg/kg (Obr. 19).

Statistika: Analyza elektrofyziologickych dat byla provedena pomoci programu Prism (verze
8.0, GraphPad, La Jolla, USA). Délka trvani ADs a prahy k vyvolani ADs vzajemné mezi

jednotlivymi vékovymi skupinami mezi kontrolami a SE byla zhodnocena metodou Two-way
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RM ANOVA (nebo mixed model). V ramci konkrétni vékové skupiny mezi kontrolnim
zvifetem a po SE pomoci t-testu. Pocet spontannich epileptickych zachvatii byl analyzovan
metodou Two-way RM ANOVA (nebo mixed model). Hladina vyznamnosti byla vzdy
stanovena jako p < 0,05 a p <0,001.

Srovnani a grafickd vizualizace NIU metodou Wester Blot v zastoupeni isoforem
ADK-L a ADK-S byla provedena programem Prism (verze 8.0, GraphPad, La Jolla, USA).
Statisticka analyza rozdilu mezi vyvojovymi skupinami byla provedena pomoci metody One-
way ANOVA a nasledné mezi jednotlivymi skupinami pomoci t-testu. Hladina vyznamnosti

byla stanovena jako p < 0,05 nebo p < 0,001.
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Obr. 19. Video-EEG za ucelem detekce spontannich zachvati po LiCl-pilokarpinovém SE -
schéma pokusu | Zeshora dold: obdobi ontogeneze, spontanni zachvaty u kontrol, po SE, po SE
s aplikaci 5-ITU v davce 3,1mg/kg. Detaily uvnitt obrazku.

3.3.2. Vysledky

3.3.2.1. Prah intenzity stimulace

cvwvr

hipokampu k vyvolani ADs. Rozdily v hodnoté prahu intenzity byly pozorovany u
kontrolnich zvifat, po SE i po aplikaci ADK inhibitoru 5-ITU. Intenzita nezbytna k vyvolani
ADs u 15-dennich potkanti po SE byla signifikatné vyssi oproti vékové korelujici kontrolni
skupiné zvitat (F = 17,50; p = 0,0017). Protichidny vysledek byl pozorovan u skupiny 32-
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dennich potkant po SE (F = 15,42; p = 0,047). Vysledky u 12-, 18-, 25- a 45-dennich zvitat
neprokdzaly 74dné signifikantni rozdily mezi kontrolami a zvitaty po SE.

Aplikace ADK inhibitoru 5-ITU nevedla k Zzadnym rozdilim u 12-denni skupiny zvirat
mezi kontrolni a skupinou po SE. U 15-denni skupiny po SE s aplikaci 5-ITU bylo zjisténo
snizeni prahu intenzity ADs oproti kontroldm (F = 19,74; p = 0,0081). 32-denni skupina po
SE naopak méla préh po aplikaci 5-ITU prokazateln¢ zvySeny v porovnani s kontrolami (F =

7,997; p = 0,0057) (Obr. 20).
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Obr. 20. Efekt inhibitoru ADK 5-iodotubercidinu (5-ITU) na hipokampalni nasledné
vyboje (ADs) (mean +SEM) | Zeshora doll: u 12-, 15-, 18-, 25-, 45- a 45-dennich potkanti.
Zleva doprava: (A) Délka trvani ADs, (B) Prah intenzity ADs. Bily sloupec — kontrola, cerveny
sloupec — kontrola + 5-ITU, modry sloupec — LiCl-pilokarpinovy SE, zeleny sloupec - LiCl-
pilokarpinovy SE + 5-ITU.

(A) Osa X: cislo stimulace. Osa Y: délka trvani ADs (sek). (B) Osa Y: intenzita stimulace
(mA).

Jedna nebo tii hvézdicky — signifikantni rozdil v porovnani s vékové korespondujici skupinou
s hladinou vyznamosti p < 0,05, respektive p < 0,001. Krouzek — signifikantni rozdil mezi
skupinou kontrol nebo SE po aplikaci 5-ITU a vékové korelujici skupinou kontrol nebo
skupinou po SE bez 5-ITU s hladinou vyznamnosti p < 0,05. Hashtag — signifikantni rozdil mezi
skupinou po SE s aplikaci 5-ITU a piislusnou vékovou kontrolou s hladinou vyznamnosti p <
0.05.

3.3.2.2. Nasledné hipokampalni vyboje

Délka trvani ADs byla pfedmétem meéfeni této Casti pokusu. Prahovou intenzitou
elektrické stimulace doslo k vyvolani ADs. V piipadé elektrické stimulace hipokampu maji
ADs u potkana typickou morfologii, ktera je podrobné popsana v pfedchozim pokusu (viz
2.2.2). LiCl-pilokarpinovy SE prokazatelné¢ zkratil délku ADs u 15-denni skupiny zvifat po
prvnich tfech stimulacich v porovnani se stejn¢ starymi kontrolnimi zviraty (F = 15,77-25,94;
p=0,0001-0,0381). Ve skupin¢ 12-, 18-, 25- a 45-dennich zviiat po SE nebyl prokdzan zadny
rozdil v délce ADs v porovnani s kontrolami. Naopak u 32-dennich potkanii bylo vysledkem
vyrazné prodlouzeni ADs v porovnani s vékové korelujici skupinou po vSech stimulacich (F =
18,09-26,99; p = 0,0104-0,0350) (Obr. 20).

Aplikace 5-ITU vedla k rozdilim v délce ADs u kontrolnich zvifat i po SE. Mezi
kontrolami se prokdzalo zkraceni délky ADs u 12- (F =11,31-18,96; p = 0,0014-0,0354) a 15-
dennich zvitat (F = §8,824-16,98; p = 0,0008-0,0389) po aplikaci 5-ITU. Podobné zmény byly
zaznamenany po aplikaci 5-ITU u 12- (F = 9,273-12,88; p = 0,0019-0,0055) 1 15-dennich
kontrol (F = 7,056-11,99; p = 0,0008-0,0126) v porovnani se stejné starou skupinou zvifat po
SE s aplikaci 5-ITU. Mezi statovanymi zvitaty s aplikaci 5-ITU doSlo ke zkraceni délky ADs
u 12- (F = 7,213-10,24; p = 0,001-0,0202), 15- (F = 18,93; p = 0,00419) i1 32-denni skupiny
zvitat (F = 13,80-15,34; p = 0,007-0,0014) v porovnani s vékové korelujici skupinou bez
aplikace 5-ITU (Obr. 20).
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3.3.2.3. Spontanni epileptické zachvaty

Validita LiCl-pilokarpinového modelu SE pro jeho vztah k manifestaci epilepsie byla
prokédzana pfitomnosti spontannich epileptickych zachvati u 3 vybrannych skupin zvifat po
SE reprezentujici infantilni, juvenilni obdobi a adolescenci — 15-, 32- a 45-denni zvifata. U
kontrolnich zvitat vSech skupin nebyl zachycen zadny zachvat po dobu 24 hodinového V-
EEG monitorovani. Rovnéz v odstupu 3 dnti po LiCl-pilokarpinovém SE nebyla u 15-dennich
zvifat zaznamendna spontanni epileptiformni aktivita. Spontanni epileptické zachvaty byly
pozorovany az v del§im odstupu po SE. Spontanni epilepticka aktivita byla prokézana u 50%
32-dennich zvifat a 40% 45-dennich zvifat po SE. Zvifata se spontdnni epileptiformni
aktivitou vykazovala signifikantni rozdily v primémém mnozstvi 3,6 zachvatu u 32-dennich
zvitat a 3,25 zachvatu u 45-denni skupiny po SE (Obr. 21). Semiologicky zachvaty u 32- a
45-dennich zvifat odpovidaly typickému fokalnimu automotorickému zachvatu -
oroalimentdrni automatismy a zarazy v chovani. Ani vjednom piipadé nebyl pozorovan

zachvat s prechodem do bilateralné¢ tonicko-klonického zachvatu.
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Obr. 21. (A) Pocet spontannich epileptickych zachvati po navozeni LiCl-pilokarpinového SE
(prumér + individualni hodnoty) |

Osa X: zleva doprava — u 15-, 32- a 45-dennich potkanti po SE. Osa Y: pocet spontannich zachvatt.
Jedna hvézdicka - signifikantni rozdil v porovnani s 15-denni skupinou po SE s hladinou vyznamosti
p <0,05. Detaily uvniti obrazku.

(B) Ukazka elektrografického zachvatu u 32-denniho potkana po SE | Zeshora dolti: EEG signal
z levého senzorimotorického kortexu, levého dorzalniho hipokampu, pravého senzorimotorického
kortexu, pravého dorzalniho hipokampu. Detaily uvnitt obrazku.

50




U zvitat, kterym ptfedchazela aplikace inhibitoru 5-ITU 2 hodiny po ukonceni SE a
s odstupem 24 hodin, byla prokdzana nejen redukce incidence spontannich zachvath ale 1
celkového poctu spontannich epileptickych zadchvati u 32- a 45-denni skupiny zvifat. V obou
skupinach po SE dos$lo k rozvoji spontannich zachvati pouze u 30% zvifat. Primérné
mnozstvi spontdnnich zachvatli u 32-denni skupiny bylo 2 zachvaty, u 45-denni skupiny 1,3
zachvatu na jednotlivé zvife se spontannimi zachvaty (Obr. 21). Zméndm v semiologii
zachvatii nedoslo v porovnani se skupinou bez aplikace 5-ITU. Zminéné zmény vsSak
nedosahly v porovnani s ve€kové korelujicimi skupinami bez aplikace 5-ITU statistické

vyznamnosti, rovnéz i s ohledem na nizky pocet zvitat ve skupiné.
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4. SOUHRNNA DISKUZE

Hypotéza 1: Role adenosinovych receptorui Al uplatiiujicich se v metabolismu
adenosinu se v prithéhu vyvoje mozku méni a tim vyrazné zasahuje do vyvoje excitability

hipokampu

Adenosin zajiStuje svij antikonvulzivni ucinek prostfednictvim aktivace AIR
(Dunwiddie a Masino, 2001). Adenosin zastava roli tzv. homeostatického regulatoru, ktery
hraje vyznamnou Ulohu v fadé€ signalnich drah a mechanismech podilejicich se na patogenezi
TLE (Boison a Aronica, 2015). TLE pfedstavuje nejcastejsi typ farmakorezistentni fokalni
epilepsie, u niz funkéni 1 morfologické zmény hipokampu jsou zasadnim podkladem tohoto
onemocnéni.

Postnatalni zmény exprese adenosinovych receptorit v CNS laboratornich potkani a
mysi byly doposud studovany pouze okrajové (Geiger a kol., 1984; Johansson a kol., 1997).
Exprese A1R rapidné stoupd v pribéhu progresivni maturace neuronti a myelinizace (Rivkees
a kol., 1995a), navic v obdobi od 10. az 15. dne po 25. az 40. den postnatadlniho vyvoje
dochdzi u AIR k vyraznému zvySeni hustoty zastoupeni a soucasné k dokoncovani funkéni
zralosti (Daval a kol., 1991; Descombes a kol., 1998). V disertacni praci byl zdokumentovan
pocatecni nesignifikantni ndrtst exprese AIR od 7. po 10. den postnatidlniho vyvoje, ve
kterém dosahl svého maxima. V prubéhu dalsi ontogeneze hipokampu nasledoval postupny
pokles exprese A1R. Exprese AIR u 25-dennich a starSich zvifat byla signifikantné nizsi
v porovnani s 10- a 12-denni skupinou zvifat. Srovnani naSich vysledkli je mozné jen se
studiemi provadénymi in vitro (in situ hybridizace), které v minulosti poodhalily vyznamné
rozdily v expresi A1R v prubéhu vyvoje. Dle téchto studii je jiz pii narozeni zastoupen A1R
v neokortexu a subkortikélnich strukturdch (Marangos a kol., 1982; Geiger a kol., 1984),
v porovnani s dospélymi jedinci ale dosahuje ptiblizné 10% jejich celkového zastoupeni. Od
narozeni dochézi k prudkému nartistu exprese A1R, svého maxima dosahuje v prubéhu 2.
postnatalniho tydne (Marangos a kol. 1982; Rivkees a kol., 1995a; Descombes a kol., 1998).
Konkrétni tidaje o expresi AIR v hipokampu u nezralého mozku ale nebyly doposud popsany.

AI1R jsou Siroce zastoupené napii¢ riznymi typy bunck véetné¢ bunék vaskuldrniho
endotelu. S vyvojem a rastem endotelovych bunék v procesu tzv. angioegeneze dochézi ke
zvyseni exprese A1R (Clark a kol., 2007; Mills a kol., 2011). Angiogeneze dosahuje v mozku
laboratorniho potkana svého maxima v pribéhu prvnich 4 tydnl postanatilniho vyvoje

(Ogunshola a kol., 2000). Pfedpokladame, ze pokles exprese u 25-, 32- a 52- dennich potkani
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ve srovnani s dosavadni literaturou by mohl byt ovlivnén pravé zastoupenim endotelovych
bunék v hipokampech. Jednalo by se 0 mozné vysvétleni rozdilu ve vysledcich této disertacni
prace a predchozich publikaci, které se zabyvaly zastoupenim A1R v hipokampu in vitro
(Marangos a kol., 1982; Rivkees a kol., 1995b; Decombes a kol., 1998). Zmény v expresi
AIR v hipokampu v pribéhu pfirozeného vyvoje jsou predpokladem pro studium
farmakologickych Uc¢inka jednotlivych analog AI1R za u€elem vyvoje novych moZznosti

terapie neurologickych onemocnéni vcetné epilepsie.

Hypotéza 2: Cilenym farmakologickym ovlivnénim AIR Ize excitabilitu hipokampu

modulovat, avSak ucinek se v prithéhu ontogenetického vyvoje mozku méni

Cilena aktivace AIR byla jiz diive spojena s potlatenim epileptiformnich vybojl
studovanych na hipokampalnich fezech u nedospélych jedincti potkana (Tancredi a kol.,
1998), avSak podrobnosti o roli a moznosti ovlivnéni AIR in vivo v jednotlivych fazich
vyvoje mozku nebyly doposud popsany. Viibec poprvé se prostfednictvim této prace studoval
ucinek AIR agonisty CCPA na excitabilitu hipokampu v prubéhu jeho ontogeneze. AIR
agonisté pisobi nejen na postsynaptické receptory, ale rovnéZ na presynaptické receptory
(Cechova a kol., 2010). Inhibi¢ni ucinek adenosinu a jeho selektivnich agonistil je zajiStén
vazbou na presynaptické AIR, kdy dochazi k ovlivnéni napétové fizenych Ca™ kanalt a tim
se tlumi uvolnovani glutamatu. Soucasné nartstem koncentrace adenosinu nebo piisobenim
selektivnich agonistt AI1R dochdzi k ovlivnéni napétové fizenych K™ kanali na
postsynaptické membrané a dochazi k hyperpolarizaci (Klishin a kol., 1995; de Mendonca a
Ribeiro, 1993; Greene a Haas, 1991). Mimo mechanismy na urovni synaptické membrany se
adenosin uplatituje 1 v nonsynaptickém pienosu vzruchu. Pravé nesynaptické déje se mohou
uplatiiovat v synchronizaci epileptiformni aktivity (Taylor a Dudek, 1982). Agonisté A1R se
tak mohou vyrazné podilet i na zvySeni nonsynaptického pienosu.

Excitabilita hipokampu byla v disertacni praci zkoumadna pomoci modelu
hipokampalnich ADs, ktery patii mezi nejuzivanéjsi modely pro studium TLE (Gorter a kol.,
2016). V prib¢hu pfirozeného vyvoje mozku byl popsan antikonvulzivni U¢inek agonisty
AIR s vyjimkou 25-dennich potkanti, kde byl pozorovan piesné opacny efekt. Dominujici
antikonvulzivni u¢inek CCPA byl sledovan 1 v ptipadé praci s vyuZitim modelu kortikalnich
ADs u mlad’at (Pometlova a kol., 2010; Mares, 2014). U 25-denni skupiny zviiat nedoslo po
aplikaci CCPA ke zméné délky trvani kortikdlnich ADs (Mares, 2014). V této praci bylo u

hipokampalnich ADs zaznamendno dokonce prodlouzeni, tedy prokonvulzivni t¢inek CCPA.
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Zmény v expresi AIR ve vztahu s prokazanym tc¢inkem agonisty A1R na hipokampalni ADs
mohou byt vysvétleny nejen zménou celkového poctu AIR v hipokampu, ale i zménou
vazebné kapacity a afinity téchto receptorti. A1R snizuji svoji afinitu a vazebnou kapacitu s
dospivanim (Cunha a kol., 1995). Aplikaci agonistii AIR bylo prokazano sekundéarni zvyseni
koncentrace extracelularniho adenosinu (Boison, 2005), ktery spolecné s klesajici afinitou a
vazebnou kapacitou A1R v pribéhu vyvoje vede k jeho dalSimu narastu.

Rychly nartGst koncentrace adenosinu byl rovnéz pozorovan jako nasledek piimé
kortikalni stimulace (Schultz a Lewenstein 1978; Lewin a Bleck, 1981). Vzristajici
koncentrace adenosinu navozena i repetitivni stimulaci zvySuje préh k vyvolani zachvatu
(Huber a kol., 2001). Soucasné byly pozorovany zmény samotnych A1R v disledku
opakovanych epileptickych zachvati, ale i indukovanou repetitivni stimulaci. V literatute
byly popsany u dospélych zvifat v navaznosti na prob¢hlou epileptickou aktivitu souc¢asné
zmény v densité A1R. V nekterych pracich bylo prokdzano snizeni density A1R (Ekonomou a
kol. 2000; Rebola a kol., 2003a), tak zvySeni (Daval a Werck, 1991a) nebo nevedlo k zadnym
zménam (Simonato a kol., 1994). Po opakované epileptické aktivité¢, spontanni nebo
indukované, byly navic popsdny zmény v metabolismu adenosinu — napft. zvySeni uvolfiovani
ATP (Wieraszko a Seyfried, 1989), zvyseni aktivity ecto-5-nucleosidds (Rebola a kol.,
2003Db), snizeni hustoty nuklesidovych transportertt (Pagonopoulou a Angelatou, 1992). Tyto
zmény vedou k dalsi tvorbé a navySeni dostupnosti adenosinu (Rebola a kol., 2003a).

Adenosin preferencné aktivuje dominantné prokonvulzivni A2R misto A1R (Cunha a
kol., 1996). Vyvojové studie A2AR odhalily jejich nizkou vazebnou kapacitu kratce po
narozeni, ovSem kratce po narozeni dochazi k rapidnimu nartstu vazeb, navyseni koncentrace
adenosinu miize navic tento proces v CNS akcentovat (Cunha a kol., 1995; Doriat a kol.,
1996). Konkrétné v hipokampu byly v minulosti popsany i vyvojové zmény na trovni AIR a
A2R. Vazebna kapacita, tedy hustota vazeb pro adenosin a jeho ligandy, se s vyvojem
hipokampu u AlR snizuje, u A2AR je situace opacna (Cunha a kol., 1995). Vysledky
disertani prace podporuji, ze s klesajici afinitou AIR a aplikaci agonisty A1R v riiznych
fazich vyvoje je aktivace A2AR akcentovana.

Aktivaci A2AR dominuji zejména prokonvulzivni G€inky, nicméné byly popsany i
ucinky antikonvulzivni (Huber a kol., 2002). V zavislosti na uziti agonistii A1R u konkrétnich
modela epileptickych zachvati byly pozorovany oba dva protichiidné ucinky v disledku
aktivace A2AR (Klitgaard a kol., 1993). Soucasn¢ nelze vyloucit i interakci agonistd AI1R s

jinymi neurotransmitery (napi. glutamat, GABA) podilejicich se vyznamné na excitabilité
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mozku, které rovnéz podléhaji zménam v pribéhu vyvoje. Napt. GABAergni systém se stava
dominantnim inhibi¢nim systémem v CNS az v pribéhu 3. tydne postnatalniho vyvoje
(Sanchez a Jensen, 2001). Ve zralém dospélém mozku zajistuje aktivace ionotropnich
GABAA receptorti selektivni proudéni Cl ionth dovnitt buiikky a tim navozuje
hyperpolarizaci. Hyperpolarizace plisobi inhibi¢ni ui¢inek na pfenos nervovych vzrucht a tim
snizuje Sanci na uspeSné vedeni akcéniho potencialu. OvSem v situaci jako je opakovana
spontanni epilepticka zachvatovita aktivita nebo navozeni epileptiformnich vyboja stimulaci
dochdzi k nadmérné kumulaci iontd Cl intracelularné. Tim za¢nou Cl* proudit v opaéném
sméru a dojde tim ke zméné hyperpolarizace na depolarizaci, vysledkem je excita¢ni ti¢inek
(Isomura a kol., 2003; Viitanen a kol., 2010).

Dilezitym aspektem v naSich vysledcich je upozornéni na roli poloCasu rozpadu
adenosinovych analog. V pifipadé exogennich analog je vyrazné¢ vys$§i v porovndni s
endogennim adenosinem (Layland a kol., 2014). Polocas rozpadu adenosinu se pohybuje
okolo 1-2 sekund (Camm a Garrat, 1991). Analoga adenosinu zvysuji svilij polocas rozpadu
zejména diky rezistenci k jeho metabolisujicim enzymim (Pavan a [jzerman, 1998). Bohuzel
ale nejsou zndmé presné udaje ohledné polocasu rozpadu agonisty A1R CCPA. Nicméné
strukturdlng blizky A1R analog N6-cyclopentyladenosin (CPA) dosahuje poloc¢asu rozpadu v
krvi laboratorniho potkana okolo 25 minut (Mathot a kol., 1993; Pavan a [jzerman, 1998). V
soucasnosti mame obecné jen velmi malo informaci o metabolismu analog A1R (Bier a kol.,
2006), o CCPA udaje v literatuie zcela chybi. OvSem lze predpokladat, Ze adenosinova
analoga budou vyuzivat k transportu ptes HEB rovnéz systém adenosinovych transportérii
(Comford a Oldendorf, 1975). Podrobné&jsi a dopliujici studium metabolismu agonisti AIR
s ohledem na komplexni vyvojové aspekty by mohlo vést k lepsSimu porozuméni mechanismu

jejich G¢inku a vyuziti v klinické praxi.

Hypotéza 3: Zmény v zastoupeni a funkci enzymu ADK a jeho isoforem mohou byt

jednim 7 mechanismii epileptogeneze v nezralém mozku po probéhléem SE

Casovy profil rozvoje elekroencefalografického a/mebo zachvatu s behavioralnim
korelatem v navaznosti na indukovany SE vrané fazi vyvoje mozku je predmétem
intenzivniho vyzkumu vcetné této disertacni prace. LiCl-pilokarpinovy model SE patii mezi
nejcastéjsi a Siroce rozsifené animalni modely ke studiu TLE (Curia a kol., 2008). U TLE je
zvySend excitabilita hipokampu predpokladem rozvoje epilepsie, charakterizované

opakovanymi spontdnnimi epileptickymi zachvaty (Sloviter, 1994). Navozeni ¢i spontdnni
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rozvoj SE vede k Sirokému spektru strukturalnich, metabolickych, bunéénych i molekularnich
zmén (Dudek a Staley, 2011; Loscher a kol., 2015). V této disertacni praci byl pouzit model
LiCl-pilokarpinového SE navozeny 12. den postnatalniho vyvoje laboratorniho potkana.

LiCl-pilokarpinovy SE ma za nasledek zejména tbytek neuront hipokampu (Dinocourt
a kol., 2003; Nairismégi a kol., 2006; Scholl a kol., 2013). Souvislost ztrdty neuronl v
hipokampu a jeho zvySenou excitabilitou u zralého mozku je dlouhodobé znama (Furtado a
kol., 2011). Nicmén¢ alterace hipokampu v LiCl-pilocarpinovém modelu u mlad’at byla
opakované prezentovana s Casto rozdilnymi vysledky excitability (Cavalheiro a kol., 1987;
Ekstrand a kol., 2011; Lynch a kol., 2000). Tato diserta¢ni prace kombinuje model inicialniho
inzultu (LiCl-pilokarpinovy model SE) a model ke studiu excitability in vivo (model
hipokampalnich ADs).

Model hipokampélnich ADs je jednim z modeld pfimé kortikalni stimulace, ktery
slouzi ke simulaci fokdlnich temporalnich zachvati (Kandratavicius a kol., 2014).
Behavioralnim projevem epileptiformni aktivity, kterd je generovana v hipokampu nebo je
projevem Sifeni, jsou typické mimovolni automatismy charakteru ,,wet dog shakes* (WDS)
(Frush a kol., 1986). WDS nejsou zpravidla pozorovany v ranych fazich vyvoje mozku
laboratorniho potkana, konkrétn¢ do 2 tydnt postnatalniho vyvoje (Veliskova a kol., 1988).
V ptipadé¢ stimulace hipokampu vtomto véku se spoléhdme na typickou morfologii
hipokampalnich ADs. Zacatek iktalni aktivity pfedstavuje inicialni vysokofrekvencni aktivita
s epileptiformnimi hroty nasledovand pomalou delta vy$$i amplitudy, kterd postupné
zrychluje do pasma theta az alfa se soucasné klesajici amplitudou. Zakladni morfologie
hipokampalnich ADs u pacienti sTLE je obdobn€ charakterizovdna inicidlnimi
vysokofrekvencénimi repetitivnimi vyboji, tzv. polyspikes (Gollwitzer a kol., 2018).

Hipokampalni ADs byly v této disertacni praci podrobeny hlubSimu zkoumani.
Charakteristiky hipokampalnich ADs, zejména délka trvani a prah k vyvolani ADs, patii mezi
bézné studované parametry v klinické praxi a byly zasadnimi sledovanymi parametry v této
disertacni praci. Prodlouzeni délky a snizeni prahu ADs patii mezi zakladni projevy zvysené
excitability mozkovych struktur u pfimé kortikdlni stimulace implantovanych pacienti
s epilepsii (Gollwitzer a kol., 2018).

Vramci piirozeného vyvoje mozku nebyly v disertaCni praci prokazany zadné
signifikantni rozdily v délce trvani hipokampalnich ADs (tedy mezi kontrolnimi skupinami).
Vysledky vSak odhalily vékové rozdily v délce trvani ADs po inicidlnim inzultu, tedy

v navaznosti na LiCl-pilokarpinovy SE.
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Vyvolani LiCl-pilokarpinového SE u 12-denniho potkana prokazatelné¢ vedlo ke
zméndm excitability hipokampu. LiCl-pilokarpinovy SE vedl ke snizeni excitability této
struktury po 3 dnech od jeho vyvolani. Oproti tomu v odstupu 20 dnii po SE byla excitabilita
vyrazng vyssi. Tyto poznatky jsou v souladu s pfedchozimi publikovanymi pracemi (Sankar a
kol., 1998; dos Santos, 2000). Soucasné s ¢asovym odstupem od vyvolané¢ho SE u 32-dennich
a 45-dennich potkana byl prokazan rozvoj spontannich epileptickych zachvati a manifestace
TLE. Tyto vysledky potvrzujici validitu modelu jsou podpoteny fadou piivodnich praci vCetné
naseho pracovisté (Kubova a kol., 2004). Manifestace spontannich epileptickych zachvatl a
rozvoj TLE nemusi byt nutné podlozena atrofii hipokampu danou ubytkem nervovych bunék
(Baram a kol., 2011). Proto potlaceni nekrézy bun¢k a tim atrofie hipokampu nemusi byt
dostatecna k prevenci rozvoje epilepsie (Brandt a kol.,, 2003). Mechanismy, které se
pusobenim LiCl-pilokarpinového SE podileji na zvySeni excitability hipokampu a rozvoji
TLE zahrnuji déale napt. ovlivnéni receptorti excitacnich AMK a jejich transportéri (Zhang a
kol., 2004), synaptické reorganizace (Sankar a kol., 2000), navozeni oxidativniho stresu a
mitochondrialni dysfunkce (Folbergova a kol., 2016). Inzulty CNS vcetn¢ SE vedou
k aktivaci astrocytl a navozeni astrogliozy (Klein a kol., 2018). Astroglidza je spektrum zmén
astrocytli charakterizované jejich abnormalni proliferaci, ristem i zménou funkce na podkladé
postizeni CNS (Vizuete a kol., 2017). Astrogliéza se vyznamnym podilem uplatiuje ve
zménach excitability mozku a rozvoji epilepsie nejen v dospélosti, ale 1 v ramci raného vyvoje
mozku (Klein a kol., 2018; Rizzi a kol., 2003; Sofroniew a kol., 2010; Vezzani a kol., 2008;
Vizuete a kol., 2017). Rada klinickych a experimentalnich studii odhalila vztah mezi hladinou
inhibi¢nich mediatorii v extracelularnim prostiedi mozku a vznikem epileptického zachvatu
(Anschel a kol., 2004; Miranda a kol., 2014; Soukupova a kol., 2014). Jednim z pfirozenych
obrannych mechanismi po zachvatu je nartstani koncentrace extracelularniho adenosinu (Ilie
a kol., 2012), ktery piisobi jako endogenni neuromodulator excitability mozku (Dunwiddie,
1980; Dunwiddie a Masino, 1981). Zejména astrocyty jsou uzce zapojeny do metabolismu
adenosinu (Boison a kol., 2018).

Recentni poznatky ukazuji, ze posileni G¢inku adenosinergniho systému by mohlo byt
ucinnou strategii k potlaceni vnimavosti hipokampu v rozvoji spontdnnich epileptickych
zachvati (Boison, 2005). Antikonvulzivni ucinek adenosinu byl jiz v minulosti popsan u
neékolika modeli SE vcetné modelu LiCl-pilokarpinového SE (George a kol., 1997; Khan a
kol. 2000). Adenosin kvili svym farmakokinetickym vlastnostem se svym kratkym

poloc¢asem rozpadu okolo 1-2 sekund (Camm a Garrat, 1991) vSak neni vhodnym kandidatem
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k ovlivnéni excitability hipokampu ve farmakologickém uziti a vyhledové v klinické praxi.
Nejvétsiho pokroku a slibnych vysledkit doposud dosahlo ovlivnéni adenosinergniho systému
pomoci inhibice ADK (Boison, 2008b; Boison, 2013).

Enzym ADK zésadnim zptsobem reguluje koncentraci adenosinu v extraceluldrni
tekutiné (ECT) v mozku (Etherington a kol., 2009; Boison a kol., 2006). Upregulace tohoto
enzymu souvisi se zvySenim excitability nervovych bunék v disledku sniZeni koncentrace
adenosinu (Li a kol., 2007; Theofilas a kol., 2011). Recentni védecké prace odhalily existenci
dvou isoforem ADK — ADK-S a ADK-L (Cui a kol., 2009). Isoforma ADK-S se vyznamn¢
podili na modulaci hladiny adenosinu v ECT (Boison, 2013). Oproti tomu se isoforma ADK-
L uplatnuje jako epigeneticky modulator, zejména v metylaci DNA (Williams a Karnesky,
2013).

Doposud existuje velmi malo udaji o tloze jednotlivych isoforem ADK v prib&hu
vyvoje mozku. Bylo prokazano, ze v prubéhu raného vyvoje mozku dochazi ke zméné
exprese ADK z neuroni smérem k dominujici expresi v astrocytech (Studer a kol., 2006).
Podobné se méni exprese jednotlivych isoforem, od narozeni dominuje exprese isoformy
ADK-L, postupem ¢asu ovSem exprese ADK-L klesd a zacina se zvySovat exprese ADK-S
(Ciu a kol., 2009). ADK-S isoforma dominuje po dokonéeném 3. tydnu postnatalniho vyvoje
(Ciu a kol., 2009). V hipokampu dochézi k zdsadni zméné neuronalni exprese ADK ve
prospéch astrocytli na pielomu 1. a 2. postnatidlniho tydne, soucasné se méni zastoupeni
isoformy ADK-L ve prospech isoformy ADK-S (Kiese a kol., 2016).

Diserta¢ni prace byla zamétena na podrobnéjsi studium zmén v expresi obou isoforem
ADK (ADK-L i1 ADK-S) v pribéhu pfirozen¢ho vyvoje hipokampu a viibec poprvé
v navaznosti na LiCl-pilokarpinovy SE. Vysledky poukazaly na postupné zvySeni exprese
isoformy ADK-S v pribéhu vyvoje hipokampu v zastoupenych reprezentativnich vékovych
skupinach. S vyjimkou 25-denni skupiny zvifat byly prokdzany signifikantni rozdily u 18-
dennich a starSich jedincii v porovnani s nejmladsi sledovanou skupinou zvifat. V ptipadé
isoformy ADK-L zadné rozdily v expresi v prubéhu pfirozeného vyvoje mozku zaznamenany
nebyly. Snizujici se pomér ADK-L/-S reflektoval postupné dominujici expresi isoformy
ADK-S v prubéhu vyvoje. Tyto poznatky jsou v souladu s vysledky velmi aktualnich praci,
kde je prokazana dominujici exprese isoformy ADK-S nad ADK-L isoformou (Gebril a kol.,
2020; Gebril a kol., 2021). Jednalo se vsak o udaje 7-, 15- a 21-dennich zvitat, navic pouze ze
somatomotorického kortexu a mozecku (Gebril a kol.,, 2021). V disertacni praci byla

stanovena exprese isoforem ADK v hipokampu ve stejnych vékovych skupinach, soucasné
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vSak 1 ve skupin€¢ odpovidajici perinatdlnimu (10- a 12-denni), infantilnimu (18-denni),
juvenilnimu (25- a 32-denni) obdobi a adolescenci (45-denni zvifata). Vysledky z hipokampu
byly v souladu s profilem vyvoje poméru ADK-L/-S v hipokampu (Kiese a kol., 2016), tyto
poznatky disertacni prace prohlubuje o znalost dalSich v€kovych skupin.

Vibec poprvé byly prezentovany vysledky exprese ADK v navaznosti na LiCl-
pilokarpinovy SE indukovany 12. postnatalni den. Plvodni prace popisuji narlst exprese
ADK v navaznosti na akutni inzulty razné etiologie (napf. hypertermie, traumatické postizeni,
kainatovy SE) (Aronica a kol., 2011; Boison a kol., 2010). V bezprostiedni ndvaznosti na
vyvolani SE navic dochazi k rapidni downregulaci ADK (Gorter a kol., 2006; Sandau a kol.,
2019). Pokles exprese ADK v hipokampu byl pozorovan u modelu kainatového SE u mysi
v dospélosti (Williams a Karnesky, 2013; Sandau a kol., 2019). Downregulace ADK
v navaznosti na jakykoliv inzult vede ke zvySeni koncentrace adenosinu a pfedstavuje tim
vyznamny endogenni obranny mechanismus k potlateni zachvatovité aktivity mozku
(Pignataro a kol., 2008). Zastoupeni jednotlivych isoforem ADK po inzultu vSak nebylo nikdy
doposud publikovano.

V této praci byl prokazan pokles ADK v kratkém odstupu (2 hodiny) po skonceni SE
pouze u isoformy ADK-L oproti kontrolni skupin€. Tento vysledek je v souladu s diive
publikovanymi vysledky pro ADK (Pignataro a kol., 2008). Naopak ve stejném intervalu
doslo k signifikantnimu narastu isoformy ADK-S oproti kontroldm. S delSim c¢asovym
odstupem po ukonceni SE byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v expresi isoformy
ADK-L u 15- a 32-dennich zvitat v porovnani s 12-denni skupinou zvitat po SE. U 15- a 32-
denni skupiny po SE vici stejné starym kontroldm signifikantni rozdily v piipadé isoformy
ADK-L zaznamenany nebyly. Ob¢ starS$i skupiny zvitrat, kontroly i po SE, nevykazovaly
zadny rozdil v expresi u isoformy ADK-S vi¢i vékové odpovidajicim skupindm. Vybér
veékové skupiny 15- 1 32-denni skupiny zvifat pro stanoveni exprese isoforem ADK byl zvolen
na zékladé ptedchozich vysledkl stimulacni ¢asti experimentu.

Nartstajici pomér ADK-L/-S u zvitat po SE reflektuje narGstajici expresi isoformy
ADK-L oproti ADK-S, v porovnani s pfirozenym vyvojem je tedy vysledek opacny.
Vysledky disertacni prace podporuji hypotézu, Ze zmény excitability hipokampu po
indukovaném LiCl-pilokarpinovém SE mohou souviset s dysregulaci obou isoforem ADK.
Lze usuzovat, ze isoforma ADK-L je vice zodpovédnad za zmény excitability hipokampu a
uplatituje se vyznamnéji v rozvoji epilepsie nez isoforma ADK-S (Kobow a kol., 2011; Miler-

Delaney a kol., 2012).
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Hypotéza 4: Inhibice ADK miiZe piedstavovat ucinnou lécbu zvySené

excitability hipokampu po vyvolaném SE v riuznych fazich ontogenetického vyvoje mozku

Farmakologicka inhibice ADK vede k rapidnimu poklesu koncentrace adenosinu v ECT
(Gouder a kol., 2004; Wiesner a kol., 1999). Obdobné i vysoce selektivni inhibitor ADK 5-
ITU (Ugarkar a kol., 2000), ktery byl pouzit v disertacni praci, ma prokézany efekt na redukci
uvolnéni glutamatu prostiednictvim zvySeni koncentrace adenosinu (Pak a kol., 1994;
Pazzagli a kol., 1995). Pokles frekvence, délky trvani a incidence zachvatii byl v navaznosti
na inhibici ADK prokazan u fady experimentdlnich modelt (Ugarkar a kol., 2000; Sandau a
kol., 2019; Wiesner a kol., 1999). Po aplikaci 5-ITU doslo k vyznamné redukci epileptiformni
aktivity v modelu indukovanych zachvati po aplikaci bikukulinu (Zang a kol., 1993) a
modelu SE navozeného kainiatem (Gouder a kol., 2004). Doposud vSak nebyl efekt 5-ITU
zkouman v prubéhu vyvoje mozku.

Jednim z cila disertaéni prace bylo zkoumat G¢inek 5-ITU na excitabilitu hipokampu
ve vyvojovych stadiich mozku laboratorniho potkana korelujicich s lidskym perinatalnim,
pfedSkolnim (infantilnim) a Skolnim (juvenilnim) obdobim. Hipokampélni ADs byly
potla¢eny u 32-denni skupiny po LiCl-pilokarpinovém SE v obou sledovanych parametrech —
délce trvani ADs 1 prahu k jejich vyvolani. Prodlouzeni hipokampalnich ADs a snizeni prahu
u stejné vékové skupiny po SE nasvédcuji tomu, Ze zasadni tlohu v regulaci excitability
hipokampu v néavaznosti na SE zastdiva ADK. Pokles incidence a celkového poctu
spontannich epileptickych zachvati po brzké aplikaci 5-ITU po inzultu v podobé SE
podporuje tuto domnénku. Vysledky vSak musi byt potvrzeny na vétsi skuping zvirat.

Bohuzel piesné mechanismy uc¢inku inhibitoru ADK 5-ITU nejsou touto praci
kompletné vysvétleny, castecné i v disledku technickych limitaci. Zcela zésadni je velmi
obtizna pifima detekce adenosinu v priabéhu ADs, ktery by nasi hypotézu podporoval.
Zminovany velmi kratky polocas rozpadu endogenniho adenosinu (Camm a Garrat, 1991;
Jarvis a kol., 2019), konstantni obnova a degradace adenosinu (Lietsche a kol., 2016)
pfedstavuji pro béZné metody detekce in vivo (napt. mikrodialyza) vysoké riziko chyby
métfeni. Metody jako vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) a kapilarni
elektroforéza nejsou vhodné pro detekci in vivo v redlném case (Gaudin a kol., 2015). Dalsi
limitaci v interpretaci naSich vysledkl je nemoZznost dlouhodobé monitorace spontannich
zachvatl u mléd’at laboratorniho potkana. V dasledku nedokoncené osifikace lebky by

dlouhodoba fixace elektrod pomoci duracrolu na lebce vedla k pred€asné synostoze lebecnich
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svi (Fritz a kol., 1970). Vysledkem by byla deformita lebky s vysokym rizikem poskozeni
mozku. Rovnéz rapidni narist mozkové tkan€, dozrdvani myelinizace atd. by v disledku
dlouhodobé¢ implantace elektrod vedlo k ovlivnéni téchto procesi. Pfi dlouhodobé implantaci
by rovnéZz dochazelo ke zméné pozadované lokalizace elektrod. Semiologie zachvatii by
mohla byt negativné ovlivnéna zhorSenou mobilitou v disledku duracrolové cepice s
pfipojovacim kabelem. Vyuziti bezdratového piipojeni by bylo limitovano vysokou

pofizovaci cenou a vyraznym zatizenim okolnimi artefakty.
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5. ZAVERY

Blizs$i pochopeni podkladovych mechanisml epileptogeneze véetné uplatnéni
adenosinergniho systému je klicem k vytvofeni teoretickych zaklada preklinickych studii pro
nové moznosti terapie epilepsie. Disertacni prace demonstrovala nékolik zésadnich vysledkl s

vysokym potencidlem k vyuziti v klinické praxi epileptologa.

Hypotéza 1 - POTVRZENA: V prvni ¢asti disertacni prace byl studovan vyvojovy profil Al
receptorit (A1R), ktery se zasadnim zplisobem uplatituje v patogenezi epilepsie (Boison a
Aronica, 2015). Zmény v expresi AIR v hipokampu v riiznych fazich vyvoje se vyrazné
podili na zménach excitability této struktury. ZvySend exprese A1R v hipokampu v ranych

fazich jeho vyvoje je spojena se snizenim excitability.

Hypotéza 2 - POTVRZENA: Byl prokdzan ménlivy antikonvulzivni t¢inek agonisty A1R
CCPA v zavilosti na fazich vyvoje hipokampu. Z vysledka disertacni prace lze usuzovat, ze
uziti AI1R agonisty CCPA v odpovidajici fazi vyvoje by mohlo vést k dosazeni
antikonzulzivniho ucinku. Posileni antikonvulzivniho u¢inku adenosinu uzitim agonistd A1R
kvili rezistenci k adenosin metabolisujicim enzymim by mohlo pfedstavovat budouci

terapeutickou moznost ovlivnéni délky a frekvence epileptickych zachvata.

Hypotéza 3 - POTVRZENA: Disertacni prace objasnila vyvojovy profil isoforem ADK v
nezralém mozku v pribéhu ptirozeného vyvoje a v ndvaznosti na LiCl-pilocarpinovy SE.
Vysledky nasvédCuji, ze zmény v expresi isoforem ADK po prodélaném inzultu hraji

vyznamnou roli v excitabilit¢ vyvijejiciho se hipokampu.

Hypotéza 4 - POTVRZENA: Zejména zvySeni exprese isoformy ADK-L v ndvaznosti na SE
mize vysvétlit zvySeni excitability hipokampu. Uzitim selektivniho inhibitoru ADK 5-ITU
bylo dosazeno vyrazného poklesu excitability hipokampu po SE. Navic jeho uzitim kratce po
indukci SE bylo dosazeno sniZzeni incidence spontannich zachvati. Doslo tedy ke sniZeni
rizika rozvoje epilepsie po tomto konkrétnim inicidlnim inzultu. Inhibitory ADK by na
zaklad¢ téchto dat mohly pfedstavovat novy mechanismus 1écby epilepsie. V budoucnosti by
mohly najit uplatnéni v prevenci, tedy zabranéni manifestace epilepsie po urcitych typech
rizikovych inzult mozku. Navzdory velmi pokrokovému a intenzivnimu vyzkumu ve snaze o

vyvoj novych preparatl antiepileptické medikace, neexistuje doposud zadnd moZnost
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farmakologické prevence, kterd by vyrazné snizila ¢i dokonce zamezila rozvoji spontannich
epileptickych zachvatli a epilepsie. Inhibitory ADK by mohly pifedstavovat jednoho ze

slibnych kandidatt dal§iho vyzkumu s vysokym potencialem uplatnéni v klinické praxi.
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