UNIVERZITA KARLOVA
2. lékarska fakulta

Autoreferat disertacni prace

Nasledky ¢asného inzultu v excitabilité mozku laboratorniho

potkana

Consequences of perinatal insult on brain excitability in immature and

adult rats

Petr Fabera

Praha, 2022



Diserta¢ni prace byla vypracovana v ramci kombinovaného studia doktorského
studijniho programu Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka na Oddé€leni vyvojové

epileptologie Fyziologického tistavu Akademie Véd CR.
Skolitel: prof. MUDr. Pavel Mares, DrSc.

Oponenti:

Ptedsedou komise pro obhajobu diserta¢ni prace byl jmenovan:

Predseda oborové rady a garant doktorského studijniho programu:
prof. MUDr. Otomar Kittnar, CSc., MBA

Fyziologicky ustav 1. LF UK

Albertov 5

128 00 Praha 2

Dékan fakulty: prof. MUDr. Marek Babjuk, CSc.

2. 1€katska fakulta Univerzity Karlovy

V Uvalu 84

150 06 Praha 5

S disertacni praci je mozno se seznamit na Oddé¢leni Ph.D. studia dékanatu 2.
lékatské fakulty Univerzity Karlovy, V Uvalu 84, 150 06 Praha 5 (tel.
224 435 836).



Abstrakt

Perinatalni inzult miZe vést k trvalému poSkozeni vyvijejiciho se mozku a
rozvoji epilepsie. Epilepticky status (SE) v perinatalnim obdobi vede s odstupem
ke zvySeni excitability hipokampu. Funk¢ni a strukturdlni zmény hipokampu jsou
podkladem epileptogeneze, procesu vedoucimu k manifestaci temporalni epilepsie
(TLE). Vyznamnou roli v patogenezi TLE hraje adenosin. Adenosin zajiStuje
antikonvulzivni U¢inek prostiednictvim adenosinovych Al receptori (AIR).
Koncentrace adenosinu podléha regulaci piisobenim enzymu adenosinkinazy
(ADK), kterd se vyskytuje ve dvou isoformach - ADK-L a -S. Hlavnim cilem
disertacni prace je objasnit souvislost zmény excitability hipokampu a exprese
AIR a ADK vramci pfirozeného vyvoje mozku a po plsobeni SE. Aplikace
AI1R agonisty 2-chloro-N6-cyclopentyladenosinu (CCPA) a inhibitoru ADK 5-
iodotubercidinu (5-ITU) ovliviluje antikonvulzivni uc¢inek, ktery se méni
s ohledem na zmény exprese AIR a ADK. Po navozeni LiCl-pilokarpinového SE
byla studovana excitabilita hipokampu pomoci modelu hipokampélnich
naslednych vybojii (ADs). Vysledky byly korelovany se zménami exprese AIR a
ADK. Kratce po vyvolani SE bylo prokazano snizeni excitability hipokampu,
v delSim odstupu se ménil v hyperexcitabilitu spojenou s rozvojem spontannich
epileptickych zachvatti. V pribéhu vyvoje dochazi ke zvySovani exprese ADK-S,
exprese ADK-L se neméni. Po SE dochéazi ke sniZzeni exprese ADK-L a poté
stoupa, u ADK-S je to naopak. Exprese A1R klesa od 10. dne vyvoje. Aplikace 5-
ITU vede kvyraznému snizeni excitability hipokampu, soucasné i k poklesu
incidence epileptickych zachvati po SE. CCPA rovnéz souvisi s poklesem
excitability hipokampu v priibéhu ontogeneze. Vyvojové zmény exprese AIR a
ADK vyznamné¢ ovliviiuji excitabilitu hipokampu a tim se mohou podilet na
rozvoji epilepsie. Farmakologické ovlivnéni A1R a ADK s vhodnym nacasovanim

aplikace tak pfedstavuje nové moznosti 1€cby 1 prevence epilepsie.



Kli¢ova slova: adenosin, adenosinkindza, hipokampus, néasledny 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 isoforms
expression during intact brain development and after SE. A1R agonist 2-chloro-
No6-cyclopentyladenosine (CCPA), as well as inhibition of ADK by 5-
iodotubercidin (5-ITU), may bolster the anticonvulsant effect, but their action may
correspond with the level of A1R 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 A1IR 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. AI1R 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.
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Uvod do problematiky

Epilepsie je povazovdna za jedno znejcastéjSich neurologickych
onemocnéni postihujici jak détskou 1 dospélou populaci. Je definovéna jako
onemocnéni charakterizované vyskytem spontannich neprovokovanych zachvatd,
jejichz podkladem je abnormdlni synchronizovand aktivita nervovych bun¢k.
Postihuje okolo 60 milionll lidi po celéem svété, coz odpovida piiblizné 0,1 %
celosvétové populace (McNamara, 1999; Fisher a kol., 2014).

Predpoklada se, ze piiblizné 50 % vSech piipadld epilepsie je spojeno
s pfedchdzejicim vyvoldvajicim faktorem neboli inzultem. Plsobeni inzultu v
obdobi perinatalniho vyvoje zvySuje riziko vzniku epilepsie v détstvi 1 v dospélosti
(Chin a kol., 2004; Rosenow a kol., 2007). Neprovokované spontanni epilepticke
zachvaty se pak objevuji zpravidla po rizné dlouhé latentni dobé po pusobeni
vyvoléavajiciho inzultu.

Patofyziologick¢ mechanizmy, jez vedou krozvoji spontannich
neprovokovanych zachvatll u doposud zdravého mozku nejsou pln€ objasnéné.
Proces, pi1 kterém se zcela funkén€é normalni mozek stavd nachylnym
k epileptickym  zachvatim neboli zvySuje pravdépodobnost k vyvolani
epileptického zachvatu, se oznaCuje terminem epileptogeneze (Dudek a Staley,
2012). Soucasna epileptologie se proto zaméfuje na co nejdikladnéjsi poznani
zmeén probihajicich v tomto obdobi a jeho moZné terapeutické ovlivnéni.

1. Status epilepticus

Status epilepticus (SE) predstavuje jeden z nejcastéjSich zivot ohroZujicich
stavll v détské neurologii s ro¢ni incidenci kolem 20/100 000 jedincti. Témét 50 %
vSech ptripada SE se manifestuje do 2 let véku ditéte (Lothman a kol., 1993). SE je

spojen s vyraznou morbiditou a mortalitou, pficemz nejcastéj$i pozdni komplikaci
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probéhlého SE je rozvoj spontannich epileptickych zéachvati v budoucnosti
(Cowan, 2002), v ptipad¢ détské populace dochazi k rozvoji epilepsie az u 74 %
procent pacient s anamnézou konvulzivniho SE do 2 let v€ku (Raspall-Chaure a
kol., 2006). SE, ktery prob¢hl v Casném vyvojovém obdobi, ma negativni disledky
na citlivost nékterych neurotransmiterovych systémi (GABA, glutamat,
acetylcholin, adenosin), vede ke zméné propustnosti hematoencefalické bariéry,
aktivaci zanétlivé odpovédi, gliovych bun¢k a reparacnich procesti (neurogeneze,
angiogeneze) atd. Struktury mozku, které jsou nejvice nachylné k rozvoji SE a
mohou podléhat epileptogenezi, zahrnuji zejména struktury temporalniho laloku
(Aroniadou-Anderjaska a kol., 2008). SE v obdobi ran¢ho vyvoje mozku proto
predstavuje jeden s nejvyznamnéjSich rizikovych faktorti k rozvoji temporalni

epilepsie (Gordon a kol., 2012; Patterson a kol., 2014).
2. Temporalni epilepsie

Temporalni epilepsie (TLE) je oznaCenim pro elektroklinicky syndrom, pro
ktery je charakteristickd lokalizace zony zacatku zachvatu v temporalnim laloku,
zejména hipokampu, entorhindlnim kortexu a amygdale (Bartolomei a kol, 2005).
TLE je Casto asociovana se strukturdlnim poSkozenim mozku, mezialni temporalni
zachvaty, infekce atd. (Mathern a kol., 2002). TLE muze byt vyvolana u
animalnich modeld riznymi typy poSkozeni mozku vcetné nejuzivanéjSiho

pilokarpinového SE.
3. Pilokarpinovy model epileptického statu

Pilokarpin je neselektivni cholinergni agonista muskarinovych receptord,
ktery svou funkci v CNS zprostfedkovdva prostifednictvim vazby na M1 a M2
muskarinové receptory (Hoffman a kol.,, 2006). Ackoliv mechanismus ucinku
pilokarpinu v CNS neni dopodrobna prostudovan, je prokazano, Ze aktivace M1
receptort vede k inicializaci kaskady déji vedouci k hyperexcitabilité, apoptoze a

remodelaci neurondlnich siti limbického systému vcéetné hipokampu (Cavalheiro a
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kol., 2006). Charakter zmén a poSkozeni mozkové tkan€ u pacientii s TLE a
pilokarpinového modelu SE (Margerison a Corsellis, 1966) nasvédCuji, ze

patofyziologické zmény v obou ptipadech jsou velmi podobné.
4. Adenosin a jeho role v epileptogenezi

Diserta¢ni prace se vénuje objasnéni ulohy adenosinergniho systému
v patofyziologii TLE s ohledem na vyvojové aspekty.

Adenosin je endogenni neuromodulator synaptické transmise uplatiiujici se
v fad¢ fyziologickych 1 patofyziologickych procesti. Svoji funkci zprostiedkovava

prostfednictvim vazby na adenosinové receptory.
4.1. Adenosinové receptory

Inhibi¢ni G¢inek adenosinu v CNS je zprosttedkovan vysokoafinitnimi A1l
receptory (AIR). AIR maji ubikviterni zastoupeni v CNS s nejvyssi koncentraci
v hipokampu a neokortexu (Rivkees a kol., 1995b). AIR jsou lokalizovany jak pre-
1 postsynapticky. AIR patii do skupiny receptori spfazenych s G proteiny —
inhibi¢nimi Gi a Go. Aktivaci presynaptickych A1R dochdzi k inhibici uvoliiovani
excitatni aminokyseliny glutamatu. Vysledkem aktivace nesynaptickych A1R je
antikonvulzivni u¢inek projevujici se potlaCenim zachvatové aktivity (Boison,
2007). Ve strukturach s nejvySsi expresi A1R, napf. hipokampus a neokortex
(Fredholm, 2001) tak mtize prostfednictvim téchto receptortt dochazet k modulaci
Siteni epileptické aktivity (Fedele, 2006; Kochanek, 2006).

Postnatalni zmény v expresi adenosinovych receptori byly doposud
popsany jen v nékolika studiich. ZvySujici se exprese A1R koreluje s progresivni
maturaci mozkové tkané¢ v pritbé¢hu vyvoje (Rivkees, 1995a). Densita AI1R je
nejvyssi od 10. do 40. dne vyvoje a poté postupné klesa (Daval a kol., 1991a;
Daval a kol., 1991Db).

A1R selektivni agonist¢ jako napt. 2-chloro-N6-cyclopentyladenosin
(CCPA) plsobi antikonvulzivné neboli vede k potlaCeni zachvatové aktivity

(Huber a kol., 2002; Monopoli a kol., 1994). V nékterych modelech
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farmakorezistentni epilepsie, pii kterych selhalo uziti doposud uZivanych
antikonvulziv, se aplikace agonistli A1R jevi z dosavadnich vysledkl jako moznost

potencialniho terapeutického snizeni excitability mozku (Gouder a kol., 2003).
4.2. Adenosinkinaza

ATP uvolnéné z astrocytll a nervovych bunék a jeho naslednd konverze na
adenosin je hlavnim zdrojem extracelularniho adenosinu. Adenosinkindza (ADK)
je klicovy enzym, ktery fosforyluje adenosin na 5-adenosinmonofosfat (AMP), tim
ovliviluje a reguluje extracelularni koncentraci adenosinu v mozku (Boison, 2006).
Vyskytuje se ve 2 isoformach - ADK-L (long = 40,5 kDa) a ADK-S (short = 38,7
kDa) (McNally a kol., 1997).

Jako akutni odpovéd’ na inzult (napt. SE) podléha ADK rychlému poklesu
exprese vedouci ke =zvySeni koncentrace adenosinu, tim se zesiluje 1
antikonvulzivni u¢inek adenosinu ptisobiciho pfes A1R. V piipad¢ probihajiciho
prolongovaného zachvatu ¢i SE dochazi k poklesu exprese ADK (Gouder a kol.,
2004), k aplné obnové exprese ADK dochazi az s odstupem (Pignataro a kol.,
2007). V ptipad¢ opakovaného vystaveni vyvolavajiciho faktoru (napt. recidivujici
epileptické zachvaty) dochdzi naopak dlouhodobé ke zvySovani exprese ADK
(Gouder a kol., 2003). Tyto poznatky nasvédcuji, Ze upregulace ADK
v epileptickém mozku je souc¢asti komplexniho procesu epileptogeneze, pii kterém
dochézi ke sniZzeni plisobeni adenosinu na A1R.

V postnatalnim obdobi je ADK exprimovdna pouze nervovymi buiikami,
avSak v priabéhu dalsi maturace dochéazi k zastaveni exprese v nervovych buikéch
a k prevzeti exprese ADK vyhradné astrocyty. V mozku laboratorniho potkana
dochézi k této zmeéné v pribéhu prvnich 3 tydni vyvoje (Studer a kol., 1996).
Exprese ADK se v disledku ptlisobeni stresovych faktorti (napt. epileptického
zachvatu) miZze ménit. ZvySeni exprese ADK prokazatelné vedlo
v experimentalnich podminkach ke spusténi epileptickych zachvat (Theofilas a
kol., 2011).

Farmakologickd inhibice ADK zvySuje koncentraci adenosinu a tim snizuje
9



nervovou excitabilitu prostfednictvim plsobeni na A1R v hipokampu (Pak a kol.,

1994).

Hypotézy a cile disertacni prace

Nasledky SE prod€laného v casné fazi ontogeneze mozku na jeho
excitabilitu (zejména excitabilitu hipokampu) a jeho podil na rozvoj epilepsie
v budoucnosti ptedstavuji hlavni cil této disertatni prace. Nové poznatky o
zménach excitability hipokampu po inicidlnim inzultu (LiCl-pilokarpinovém SE) a
bez jeho pisobeni v pribéhu ontogeneze, objasnéni Ulohy adenosinergniho
systétmu (zejména ADK a A1R) v pribé¢hu jednotlivych staddiich ontogeneze by
mohly pfispét k podrobnéjSimu vysvétleni procest epileptogeneze. Pfinosem prace
by mohlo byt stanoveni a monitorace novych podkladovych mechanismi (zejména
zastoupeni receptori a funkce enzymil) epileptogeneze, které by vedlo k
preventivnim opatienim zabranujicim budoucimu rozvoji epilepsie u pacientd po

prodélaném SE.

Hypotéza 1: Role adenosinovych receptorit Al wuplatiiujicich 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, avSak ucinek se v pribéhu ontogenetického vyvoje

mozku meéeni

Hypotéza 3: Zmény v zastoupeni a funkci enzymu ADK a jeho isoforem
mohou byt jednim 7 mechanismit epileptogeneze v nezraléem mozku po

probéhlém SE

Hypotéza 4: Inhibice ADK miiZe piedstavovat ucinnou lé¢bu zvysSené
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excitability hipokampu po vyvolaném SE v ruznych fazich ontogenetického

vyvoje mozku

Material a metodika

1. Vyvolani inicialniho inzultu

U samcl laboratorniho potkana kmene Wistar byl vyvolan SE
intraperitonealni aplikaci pilokarpinu v davce 40 mg/kg 12. den po narozeni k
vyvolani perinatalniho poSkozeni mozku. 24 hodin pfed podanim pilokarpinu jsme
aplikovali vSem zvifatim LiCl v davce 3 mmol/kg intraperitonedlné za ucelem
snizeni davky pilokarpinu a tim perifernich cholinomimetickych uUcinkid. Pro
snizeni mortality bylo vSem zvifatim 1,5 hodiny po rozvoji SE podano 0,07 ml/kg
paraldehydu. U kontrolni skupiny zvifat byla aplikace pilokarpinu nahrazena

adekvatni davkou fyziologického roztoku.
2. Stereotakticka implantace elektrod a pfima kortikalni stimulace

V rliznych fazich ontogeneze a ¢asovém odstupu po indukovaném SE (12-,
15-, 18-, 21-, 25-, 32-, 45- a 60-denni zvifata) byly zvifatim stereotakticky
implantovany stimula¢ni a registratni elektrody do dorzalniho hipokampu.
Operace byly provedeny v celkové anestezii isofluranem. Kazda kontrolni i
experimentalni skupina daného véku obsahovala 8 az 14 zvifat (celkem 393
zvitat). 60 minut po operaci byl hipokampus stimulovan bifazickymi elektrickymi
pulsy (trvani 1 ms) o frekvenci 60 Hz a intenzité (0,05 az 2,0 mA) dostatecné pro
vyvolani hipokampalnich naslednych vyboji (ADs) nebo pomoci vzristajici
intenzity stimulace (0,05-0,6 mA). Registrované intrakranialni EEG se podrobilo

dal$i analyze. Parametry ADs (prahova intenzita, délka trvani ADs) byly statisticky
11



hodnoceny analyzou rozptylu — jednoduchou pro srovnani odpovidajicich

naslednych vyboji, repeated measure ANOVA pro srovnani ADs.
3. Video-EEG monitorovani

V urCenych casovych odstupech po prodélaném SE (3, 20 a 33 dnd) byly
celkem 90 zvifatim stereotakticky implantovany pouze registracni elektrody do
dorzélniho pravého hipokampu a neokortexu a zvifata byla ndsledné napojena na
kontinualni 24 hodinové V-EEG monitorovani za ucelem zachyceni spontannich
epileptickych zachvatl. Postup implantace elektrod, jejich umisténi a fixace byl
totozny jako v predchozi ¢€asti pokusu s kortikdlni stimulaci. Vysledky byly

srovnany s kontrolnimi skupinami.
4. Farmakologické ovlivnéni excitability agonisty A1R a inhibitory ADK

V této Casti prace byl zviratim aplikovan selektivni agonista A1R 2-chloro-
No6-cyclopentyladenosin (CCPA) v davce 0,5mg/kg a 1 mg/kg intraperitonealné, u
zvitat po SE antagonista ADK 5-iodotubercidin (5-ITU) v davce 3,1mg/kg.
Kontrolnim zvifatim byl aplikovan fyziologicky roztok v davce 1,0 ml/kg.
Aplikace 5-ITU piedchazela V-EEG monitorovani u 15-, 32- a 45-denni skupiny
zvitat po SE. K intraperitonedlni aplikaci 5-ITU u monitorovanych zvitat doslo ve
dvou davkach, prvni aplikace byla provedena 2 hodiny po ukoncéeni LiCl-
pilokarpinového SE a druhd s odstupem 24 hodin, aplikovand dévka byla v obou
pripadech 3,1 mg/kg.

5. Western blot

Pro ucely tohoto experimentu bylo pouZzito 90 samctl potkana kmene Wistar
v rizném vékovém zastoupeni odpovidajici vyvojovému profilu lidského mozku
od novorozence pro ranou dospélost (7-, 10-, 12-, 15-, 18-, 25-, 32-, 45- a 52-denni
zvitata). Zvitata byla usmrcena inhala¢ni analgosedaci v etherové komote,
mozkova tkan hipokampi zmraZzena v -80 °Ca nasledné analyzovana pomoci

metody Western blot (WB).
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Vysledky

1. Vliv agonisty A1R na zmény excitability hipokampu v prubéhu ontogeneze
Prahova intenzita

K vyvolani ADs po aplikaci obou davek CCPA bylo potieba signifikantné
vyS$$i intenzity stimulace u 12-, 15-, 18- a 60-dennich zvitat v porovnani s vékove
korespondujicimi kontrolami. Podobny vysledek byl zaznamenidn u 45-denni

skupiny zvitat, ale pouze u vyssi davky CCPA (1,0 mg/kg).
Hipokampalni nasledné vyboje

Ob¢ davky CCPA vedly ke zkraceni délky ADs u 45- (p = 0,021-0,035 a p
= 0,004-0,039) 1 60-dennich potkana (p = 0,005-0,019 a p = 0,007-0,023). Po
aplikaci davky 1,0 mg/kg dosSlo ke zkraceni deélky ADs u 12- (p = 0,014-0,459),
15- (p = 0,017-0,203) a 18-dennich potkanti (p = 0,023-0,232). Opacny efekt po
aplikaci CCPA v davce 1,0 mg/kg byl zaznamenén u 25-denni skupiny zvitat, kdy
doslo k prodlouzeni ADs (p = 0,009-0,047).

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

mozku a po indukovaném SE

Prahova intenzita
Prah intenzity stimula¢niho proudu byl u 15-dennich potkanti po SE
signifikatn¢ vyssi oproti kontrolam (p = 0,0017). Opacny vysledek byl pozorovan
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u skupiny 32-dennich potkanti po SE (p = 0,047). Aplikaci 5-ITU u 15-dennich
zvitat po SE doslo ke sniZzeni (p = 0,0081), 32-denni skupina po SE naopak méla
prah prokazatelné vyssi (p = 0,0057).

Hipokampalni nasledné vyboje

LiCl-pilokarpinovy SE prokazatelné¢ zkratil délku ADs u 15-dennich zvitat
(p = 0,0001-0,0381). Naopak u 32-dennich potkani bylo vysledkem vyrazné
prodlouzeni ADs (p = 0,0104-0,0350). Aplikace 5-ITU vedla ke zkraceni ADs jak
u kontrol, tak po SE u 12-, 15- 1 32-denni skupiny zvifat.

Spontanni epileptické zachvaty

U kontrol nebyl prokazan zadny spontdnni zachvat. Ty byly pozorovéany az
v delS§im odstupu po SE - u 50% 32-dennich zvitat, 40% 45-dennich zvitat po SE.
Primérny pocet zachvatii byl 3,6 u 32-dennich zvitat a 3,25 u 45-denni skupiny po
SE. Semiologicky zachvaty u 32- a 45-dennich zvifat odpovidaly typickému
fokdlnimu automotorickému zachvatu — oroalimentarni automatismy a zarazy
v chovani. Ani v jednom ptipad€ nebyl pozorovan piechod do bilateralné tonicko-
klonického zéachvatu. Aplikace 5-ITU po ukoneni SE vedla nejen k redukci
incidence spontannich zachvatl ale 1 celkového poctu spontdnnich epileptickych
zachvatil u 32- a 45-denni skupiny zvitat. Pouze 30% zvitat vykazovalo spontanni
epileptickou aktivitu s primérnym mnozstvim 2 zachvatii u 32- a 1,3 zachvatu u

45-dennich zvitat po ptechozi aplikaci 5-1TU.

3. Vyvojovy profil adenosinového receptoru Al a isoforem ADK

Ze zéasadnich vysledki byla prokdzéana nejvyssi exprese A1R v hipokampu u
10-dennich zvitat, poté doslo k signifikantnimu poklesu u 25-dennich (p < 0,01) a
star§ich v€kovych skupin.

Exprese isoformy ADK-L v pribéhu vyvoje nevykazovala signifikatni
rozdily. U ADK-S doslo k postupnému zvySovani exprese v pribéhu rané
ontogeneze. Signifikantni rozdily byly zaznamenany u 18- (p = 0,0047), 21- (p =
0,0416), 32- (p = 0,0342) a 45-dennich potkanti (p = 0,0280) v porovnani
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s nejmladsi skupinou. Nejvyssi exprese isoformy ADK-S byla prokazana u 18-
denni skupiny potkanti. Klesajici pomér ADK-L/ADK-S demonstroval nartstajici
expresi ADK-S v porovnani s ADK-L.

SE vedl k poklesu exprese isoformy ADK-L v ¢asovém odstupu 6 hodin po
SE (p =0,021). Ve stejné vékoveé skupiné byly vysledky u exprese isoformy ADK-
S piesné opacné (p = 0,0425). V Casovém odstupu 3 a 20 dnl byl zjistén
signifikantni rozdil pouze u isoformy ADK-L, u 15- (p < 0,0001) a 32-dennich
zvitat (p = 0,0466) v porovnani s 12-denni skupinou po SE. Nariistajici pomér
ADK-L/-S po SE demonstroval pfesné¢ opacnou zvysujici se expresi ADK-L
v porovnani s ADK-S.

Diskuze

Adenosin hraje vyznamnou ulohu v patogenezi TLE (Boison a Aronica,
2015), jejimz podkladem jsou funkéni 1 morfologické zmény hipokampu.
Adenosin zajist'uje svij antikonvulzivni u¢inek zejména aktivaci A1R (Dunwiddie
a Masino, 2001). A1R byly jiz dfive spojeny s potlacenim epileptiformni aktivity v
hipokampu (Tancredi a kol., 1998), avSak podrobnosti o roli a moznosti ovlivnéni
A1R v jednotlivych fazich vyvoje mozku nebyly doposud popsany.

Z dosavadnich poznatka exprese AIR rapidné stoupd v prubéhu progresivni
maturace neuronli a myelinizace (Rivkees, 1995a). V porovnani s pfedchozimi
studiemi byly poodhaleny rozdily v expresi A1R v hipokampu v pribéhu vyvoje.
Pti narozeni dosahuje exprese Al1R pfiblizn€ 10% zastoupeni v porovnani
s dospélosti (Marangos a kol., 1982), maxima exprese A1R dosahuje v prab¢hu 2.
postnatalniho tydne (Descombes a kol., 1998). Konkrétni tidaje o expresi AIR v
hipokampu u nezralého mozku ale nebyly v téchto pracich popsany. V diserta¢ni
praci byl zdokumentovdn pocate¢ni nartist exprese AIR od 7. po 10. den
postnatalniho vyvoje, ve kterém dosahl svého maxima, poté nésledoval pokles
v dal§im vyvoji. AIR jsou zastoupené napii¢ riznymi typy bunck vcetné bunck
endotelu. S vyvojem a ristem endotelovych bunék, ktery dosahuje sveého maxima

v prvnich 4 tydnech, dochazi ke zvySeni exprese AIR (Mills a kol., 2011).
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Z vysledku lze usoudit, Ze pokles exprese u 25-, 32- a 52- dennich potkand ve
srovnani s dosavadni literaturou by mohl byt ovlivnén praveé zastoupenim
endotelovych bunék v hipokampech.

Viibec poprvé se v této praci studoval ucinek AIR agonisty CCPA na
excitabilitu hipokampu v pribéhu ontogeneze. Byl popsan antikonvulzivni u¢inek
CCPA s vyjimkou 25-dennich potkanti, kde byl pozorovan pfesné opacny efekt.
Zmény vexpresi AIR ve vztahu s prokdzanym uc¢inkem agonisty AIR na
hipokampalni ADs mohou byt vysvétleny nejen zménou celkového poctu AIR v
hipokampu, ale 1 zménou jejich vazebné kapacity a afinity (Cunha a kol., 1995).
Muze se dale uplatiiovat sekundarni zvySeni koncentrace adenosinu jako nésledek
aplikace agonisty A1R (Boison, 2005) nebo piimé kortikalni stimulace (Lewin a
Bleck, 1981). V navaznosti na probéhlou epileptickou aktivitu byly pozorovany
zmény v densité AI1R, metabolismu adenosinu — napi. zvySeni uvoliiovani ATP
(Wieraszko a Seyfried, 1989), zvySeni aktivity ecto-5-nucleosidas (Rebola a kol.,
2003b), snizeni hustoty nuklesidovych transporterti (Pagonopoulou a Angelatou,
1992) vedouci k dalSimu navySeni dostupnosti adenosinu (Rebola a kol., 2003a).

Adenosin preferenéné aktivuje dominantné prokonvulzivni A2R misto AIR
(Cunha a kol., 1996). Vyvojové studie A2AR odhalily jejich nizkou vazebnou
kapacitu kratce po narozeni, ovSem kratce po narozeni dochazi k rapidnimu
nartistu vazeb, navySeni koncentrace adenosinu miize navic tento proces v CNS
akcentovat (Cunha a kol., 1995; Doriat a kol., 1996). Vazebna kapacita se s
vyvojem hipokampu u AIR sniZzuje, u A2AR je situace opacna (Cunha a kol.,
1995). Vysledky diserta¢ni prace podporuji, Ze s klesajici afinitou A1R a aplikaci
agonisty A1R v riznych fazich vyvoje je aktivace A2AR akcentovéna. Soucasné
nelze vyloucit 1 interakci agonistl AIR s jinymi neurotransmitery (napf. glutamat,
GABA) podilejicich se vyznamné na excitabilit¢ mozku, které rovnéz podléhaji
zménam v priubéhu vyvoje (Isomura a kol., 2003; Viitanen a kol., 2010).

Podrobngéjsi a dopliiujici studium metabolismu adenosinu s ohledem na komplexni
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vyvojové aspekty by mohlo vést k lepSimu porozuméni mechanismu ucinku a
vyuziti jeho analog v klinické praxi.

V druhé ¢asti disertacni prace byly piedstaveny zmény excitability
hipokampu v pribéhu vyvoje mozku v navaznosti na vyvolany perinatalni inzult.
Byl pouzit model LiCl-pilokarpinového SE (indukovany 12. den postnatdlniho
vyvoje), ktery patfi mezi nejcastéjsi animalni modely ke studiu TLE (Curia a kol.,
2008). SE navozuje Siroké spektrum strukturdlnich, metabolickych, bunécnych 1
molekuldrnich zmén s dominantnim postizenim hipokampu (Dudek a Staley, 2011;
Loscher a kol.,, 2015). Nicméné alterace hipokampu v LiCl-pilocarpinovém
modelu u mlad’at byla opakované prezentovéna s Casto rozdilnymi vysledky
excitability (Cavalheiro a kol., 1987; Ekstrand a kol., 2011; Lynch a kol., 2000).

Excitabilita hipokampu byla v praci opét studovdna pomoci hipokampalnich
ADs. V ramci piirozené¢ho vyvoje mozku byly v disertacni praci prokazany vékové
rozdily v délce trvani ADs po SE. LiCl-pilokarpinovy SE vedl ke sniZeni
excitability této struktury po 3 dnech od jeho vyvolani. Oproti tomu v odstupu 20
dnli po SE byla excitabilita vyrazné¢ vy$§i. Tyto poznatky jsou v souladu
s predchozimi publikovanymi pracemi (Sankar a kol., 1998; dos Santos a kol.,
2000). Soucasné s Casovym odstupem od vyvolaného SE u 32-dennich a 45-
dennich potkani byl prokdzadn rozvoj spontannich epileptickych zéachvati
s manifestaci epilepsie. Mechanismy, které se ptisobenim LiCl-pilokarpinového SE
podileji na zvySeni excitability hipokampu a rozvoji TLE zahrnuji kromé atrofie
hipokampu dale napft. ovlivnéni receptorit excitatnich AMK a jejich transporterii
(Zhang a kol., 2004), synaptické reorganizace (Sankar a kol., 2000), navozeni
oxidativniho stresu a mitochondridlni dysfunkce (Folbergova a kol., 2016),
aktivace astrocyti a navozeni astrogliozy (Klein a kol.,, 2018). Jednim
z ptirozenych obrannych mechanismii po zachvatu je nariistani koncentrace
extracelularniho adenosinu (Ilie a kol., 2012).

Recentni poznatky ukazuji, Ze posileni u€inku adenosinergniho systému by

mohlo byt ucinnou strategii k potlateni vnimavosti hipokampu v rozvoji
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spontannich epileptickych zachvatd (Boison, 2005). Antikonvulzivni tuc¢inek
adenosinu byl jiz v minulosti popsan u nékolika modeli SE vcéetné¢ modelu LiCl-
pilokarpinového SE (George a kol., 1997; Khan a kol., 2000). Adenosin kviili
svym farmakokinetickym vlastnostem se svym kratkym polo¢asem rozpadu
(Camm a Garrat, 1991) vSak neni vhodnym kandidatem k ovlivnéni excitability
hipokampu ve farmakologickém uziti. NejvétSiho pokroku a slibnych vysledki
doposud dosihlo ovlivnéni adenosinergniho systému pomoci inhibice ADK
(Boison, 2013).

Enzym ADK zisadnim zplsobem reguluje koncentraci adenosinu v mozku
(Etherington a kol., 2009). Upregulace ADK souvisi se zvySenim excitability
nervovych bunck v disledku snizeni koncentrace adenosinu (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 extraceluldrnim prostiedi (Boison, 2013). Oproti tomu se
isoforma ADK-L uplatiiuje jako epigeneticky modulator, zejména v metylaci DNA
(Williams a Karnesky, 2013).

Disertacni prace byla zaméfena na podrobnéjsi studium zmén v expresi
obou isoforem ADK (ADK-L i ADK-S) v priibéhu ptirozené¢ho vyvoje hipokampu
a vibec poprvé v navaznosti na LiCl-pilokarpinovy SE. Vysledky poukéazaly na
postupne zvySeni exprese isoformy ADK-S v pribéhu vyvoje hipokampu.
V piipadé¢ isoformy ADK-L ZzZadné rozdily v expresi v pribéhu vyvoje
zaznamendny nebyly.  SniZujici se pomér ADK-L/-S reflektoval postupné
dominujici expresi isoformy ADK-S v pribéhu vyvoje. Tyto poznatky jsou
v souladu s vysledky velmi aktudlnich praci, kde je prokazana dominujici exprese
isoformy ADK-S nad ADK-L isoformou (Gebril a kol., 2020; Gebril a kol., 2021)
u 7-, 15- a 21-dennich zvitat. V disertacni praci vSak byla stanovena exprese
isoforem ADK reflektujici kompletni vyvojové zastoupeni do dospélosti. Viibec
poprvé byly prezentovany vysledky exprese ADK v navaznosti na LiCl-

pilokarpinovy SE. Pivodni prace popisuji narist exprese ADK v ndvaznosti na
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akutni inzulty rizné etiologie (Aronica a kol.,, 2011; Boison a kol.,, 2010).
V bezprosttedni ndvaznosti po vyvolani SE navic dochézi k rapidni downregulaci
ADK (Gorter a kol., 2006; Sandau a kol., 2019). Zastoupeni jednotlivych isoforem
ADK po inzultu vS§ak nebylo nikdy doposud publikovano.

V této praci byl prokdzan pokles ADK v kratkém odstupu (2 hodiny) po
skon¢eni SE pouze u isoformy ADK-L. Naopak ve stejném intervalu ithned po SE
doslo k naristu isoformy ADK-S. S delSim ¢asovym odstupem (3 a 20 dni) po
ukonCeni SE byl zaznamendn vyznamny rozdil v expresi isoformy ADK-L v
porovnani se skupinou ihned po SE. Zmény u ADK-S u kontrol ani po SE
nevykazovaly zddné zmény vici veékoveé odpovidajicim skupinam. Naristajici
pomér ADK-L/-S u zvitat po SE reflektuje narlistajici expresi isoformy ADK-L
oproti ADK-S, v porovnani s pfirozenym vyvojem je vysledek tedy opacny.
Vysledky disertani prace podporuji hypotézu, Ze zmény excitability hipokampu
po probéhlém LiCl-pilokarpinovém SE mohou souviset s dysregulaci obou
isoforem ADK. Lze usuzovat, Ze isoforma ADK-L je vice zodpovédna za zmény
excitability hipokampu a uplatiiuje se vyznamnéji v rozvoji epilepsie nez isoforma
ADK-S (Kobow a kol., 2011; Miler-Delaney a kol., 2012). Farmakologickou
inhibici ADK dochézi k rychlému poklesu adenosinu v ECT (Gouder a kol., 2004).
Vysoce selektivni inhibitor ADK 5-ITU (Ugarkar a kol., 2000), ktery byl pouzit v
disertatni praci, ma prokazdny efekt na redukci uvolnéni glutamatu
prostiednictvim zvySeni koncentrace adenosinu (Pazzagli a kol., 1995) a vede
k potlaceni epileptiformni aktivity v modelech indukovanych zachvati a SE (Zang
a kol., 1993; Gouder a kol., 2004). Doposud vsak nebyl efekt 5-ITU zkouman v
prabéhu vyvoje mozku. Hipokampalni ADs byly potlaceny u zvifat s odstupem 20
dnti po SE. ProdlouZeni hipokampalnich ADs a sniZeni prahu u stejné¢ v€kové
skupiny po SE nasvédCuji tomu, ze zasadni ulohu v regulaci excitability
hipokampu v ndvaznosti na SE zastavda ADK. Pokles incidence a celkového poctu

spontannich epileptickych zachvatii po brzké aplikaci 5-ITU po inzultu v podobé
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SE podporuje tuto domnénku. Vysledky vSak musi byt potrvzeny na vétsi skuping

zvirat.

Zavér

Bliz$i pochopeni mechanismt epileptogeneze véetné uplatnéni adenosinu je
kliCem k vytvofeni novych moznosti terapie epilepsie. Disertacni prace
demonstrovala nékolik zasadnich vysledki s vysokym potencidlem k vyuziti v
klinické praxi epileptologa. Zmény v expresi AIR v hipokampu v riznych fazich
vyvoje se vyrazn¢ podili na zménach excitability této struktury. ZvySena exprese
AI1R v hipokampu v ranych fazich jeho vyvoje je spojena se sniZenim excitability.
Byl prokdzan meénici se antikonvulzivni ucinek agonisty A1R CCPA v zavislosti
na fazich vyvoje hipokampu. Z vysledkid disertani prace lze usuzovat, Ze uziti
CCPA v odpovidajici fazi vyvoje by mohlo vést k dosazeni antikonzulzivniho
ucinku. S ohledem na rezistenci agonisti AIR k metabolisujicim enzymim by

mohly pfedstavovat budouci terapeutickou moznost ovlivnéni epileptickych
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zachvatl. Disertaéni prace objasnila vyvojovy profil isoforem ADK v nezralém
mozku v pribéhu vyvoje a v ndvaznosti na SE. Vysledky nasvédCuji, ze zmény v
expresi isoforem ADK po SE hraji vyznamnou roli v excitabilité vyvijejiciho se
hipokampu. Zejména zvySeni exprese isoformy ADK-L po SE miuze vysvétlit
zvySeni excitability hipokampu. UZitim selektivniho inhibitoru ADK 5-ITU bylo
dosazeno vyrazného poklesu excitability hipokampu po SE. Navic jeho uZzitim
kratce po indukci SE bylo dosazeno snizeni incidence spontannich zachvatii. Doslo
tedy ke sniZeni rizika rozvoje epilepsie. Inhibitory ADK by na zakladé téchto dat
mohly pfedstavovat novy mechanismus 1€cby epilepsie. V budoucnosti by mohly
najit uplatnéni v prevenci, tedy zabranéni manifestace epilepsie po urcitych typech
rizikovych inzulth mozku. Navzdory velmi pokrokovému a intenzivnimu vyzkumu
ve snaze o vyvoj novych preparat antiepileptické medikace, neexistuje doposud
zddna moznost farmakologické prevence, ktera by vyrazné snizila ¢i dokonce
zamezila rozvoji spontannich epileptickych zachvatl a epilepsie. Inhibitory ADK
by mohly pfedstavovat jednoho ze slibnych kandidatii dalSiho vyzkumu s vysokym
potencidlem uplatnéni v klinické praxi.
Souhrnné 1ze konstatovat, ze vSechny Ctyfi hypotézy byly potvrzeny.
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Souhrn

Predkladana disertatni prace se zabyvd vlivem perinatalniho inzultu
vyvolaného uzitim LiCl-pilokarpinového epileptického statu (SE) na zménu
excitability hipokampu a riziko rozvoje epilepsie. Teoreticka Cast poskytuje
piehled dosavadnich znalosti o nasledcich SE vedouci k rozvoji temporalni
epilepsie (TLE). Piedstaveny jsou nej€astéj$i animdlni modely ke studiu TLE.
Podrobné je uvedena problematika ulohy adenosinergniho systému ve vztahu
k excitabilité¢ hipokampu. Hlavnim cilem této disertacni prace bylo objasnit expresi
AIR a ADK v ramci ptirozen¢ho vyvoje mozku a odhalit zmény po plisobeni SE.

V rliznych stadiich vyvoje mozku jsem farmakologickym ovlivnénim AIlR a

27



inhibici ADK studoval zmény antikonvulzivniho G¢inku. Excitabilita hipokampu
byla studovana na modelu hipokampalnich néslednych vyboji (ADs) v riiznych
stadiich ontogeneze a vysledky korelovany se zménami exprese AIR a ADK.
Indukei LiCl-pilokarpinového SE bylo prokazano inicialni sniZeni excitability
hipokampu, v del§im ¢asovém odstupu se v§ak ménila v hyperexcitabilitu spojenou
s rozvojem spontannich epileptickych zachvati. V pribéhu vyvoje hipokampu
bylo prokdzano zvySeni exprese ADK-S, exprese ADK-L se neménila. Indukce SE
souvisela s pocate¢nim sniZzenim exprese ADK-L, naopak s odstupem se zvysila, u
ADK-S tomu bylo ihned po SE. A1R vykazovala nejvyssi expresi 10. den vyvoje,
poté doslo k pozvolnému poklesu az do dospélosti. Administraci agonisty A1R a
inhibitoru ADK bylo prok4zano vyrazné sniZeni excitability hipokampu, v ptipadé
inhibice ADK 1 k poklesu incidence epileptickych zachvatlh po SE. Vyvojove
zmény exprese AIR a ADK mohou vyznamné ovliviiovat excitabilitu hipokampu a
tim se podilet na rozvoji epilepsie. Farmakologické ovlivnéni AIR a ADK
s vhodnym nacasovanim aplikace tak pfedstavuje nové moznosti 1écby 1 prevence

epilepsie.

Summary

The aim of this thesis is to study the role of a perinatal insult using LiClI-
pilocarpine status epilepticus (SE) on hippocampal excitability and risk of epilepsy
development. The theoretical part provides an overview of current knowledge
about the consequences of SE leading to the development of temporal lobe
epilepsy (TLE). Animal models for studying TLE and the impact of adenosinergic
system on hippocampal excitability are presented. The main goal of the thesis is to
elucidate the changes in AIR and ADK isoform expression during brain

development and after SE, and whether potential changes may contribute to
28



changes in hippocampal excitability. Pharmacological potentiation of A1R as well
as inhibition of ADK may bolster anticonvulsant effect during brain development
and after SE. Hippocampal excitability was studied by the model of hippocampal
afterdischarges (ADs) and correlated with changes of AIR and ADK isoforms in
the hippocampus. Initially after SE induction, ADs demonstrated significantly
decreased hippocampal excitability, whereas significant hyperexcitability
accompanied with spontaneous seizures in older rats was shown. Increasing ADK-
S isoform expression during early brain development was revealed, ADK-L
isoform remained unchanged. In SE rats, ADK-L showed initial decline in
expression followed by an increase, whereas ADK-S demonstrated declined
expression on the day of SE induction. A1 receptor expression in the hippocampus
was highest in 10-day-old rats and decreased thereafter. Administration of A1R
agonist and ADK inhibitor showed inhibitory effect on the ADs as well as
incidence of spontaneous seizures. Age-related differences in hippocampal
excitability might be due to development of A1R and ADK in the hippocampus.
A1R agonists and ADK inhibitors may represent promising approaches to develop

new anticonvulsant and/or preemptive therapy of epilepsy in the future.
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