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Abstrakt

Fokalni kortikalni dysplazie je strukturni a funkéni malformaci kortikdlniho vyvoje
vznikajici mutacemi v mTOR signalni kaskad¢ vedouci k rozvoji farmakorezistentni epilepsie.
Parvalbuminové interneurony tvoii nejvétsi inhibicni silu v mozku podilejici se na blokovani
rozvoje epileptickych zachvatl a je mozné, Zze dochazi ke zméné v jejich funkci souvisejici
prave s fokalni kortikaIni dysplazii. Tato prace se zabyvala vytvofenim mys$iho modelu fokalni
kortikalni dysplazie typu I s ozna€enymi parvalbuminovymi interneurony. Model byl vytvoien
pomoci in utero elektroporace plazmidu s mutovanym mTOR genem. Nasledné bylo
implantovano kranialni okno v oblasti vytvofené 1éze zaroven s injikaci kalciového indikatoru
pro sledovani aktivity neuronti pomoci dvoufotonového mikroskopu. Nase vysledky potvrzuji
shodu zde vytvoieného modelu s dosavadni literaturou na zékladé morfologickych znakt a
pfitomnosti spontannich zachvatli. Byly zaznamenany statisticky signifikantni rozdily ve
velikosti pyramidovych neuront v 1ézi a mimo 1€zi, zatimco u parvalbuminovych interneuronil
nebyly v zavislosti na umisténi objeveny signifikantni zmény. Rozdily v poctu pyramidovych
neuronil a parvalbuminovych interneuront ukazaly trend snizeni poctu v 1ézi, avSak nebyl
statisticky ~ signifikantni.  Data  z epileptickych  zachvati  indukovanych  pomoci
pentylentetrazolu ukazuji pomalej§i pokles fluorescence kalciového signdlu u
parvalbuminovych interneuronii naznacujici pfechod do stavu depolarizacniho bloku. Tento
vysledek se ukazal jako statisticky signifikantni. Dalsi vysledky zahrnuji mirnou aktivaci
parvalbuminovych interneuront pred zacatkem zachvatu, vyskyt viny Sitici se depolarizace a
aktivaci nékterych neuronti pfed postupujici depolarizaéni vinou. Tato data byla ovSem

z divodu malého poctu pozorovani pouze diskutovana a nebyla statisticky vyhodnocovana.

Klicova slova: fokalni kortikalni dysplazie, parvalbuminové interneurony, mTOR signélni

kaskéda, epilepsie, calcium imaging



Abstract

Focal cortical dysplasia is a structural and functional malformation of cortical
development caused by mutations in mTOR signalling cascade that can result in
pharmacoresistant epilepsy. Parvalbumin interneurons are probably the most important
inhibition force in the brain that can help to stop epileptic seizures and it is possible that there
are changes in function of these interneurons that are dependent on focal cortical dysplasia.
This thesis had the aim to create a murine model of focal cortical dysplasia type II with labeled
parvalbumin interneurons. This model was created by injecting plasmid with mutated mTOR
gene during in utero electroporation. Cranial window implantation was then performed over
created lesion together with calcium indicator injection for measuring neuronal activity under
two-photon microscope. Our results confirm the same morphological characteristics as other
studies has shown and also occurence of spontaneous seizures. We have shown statistically
significant differences in size of pyramidal neurons depending on lesional or non-lesional
position. For parvalbumin interneurons there was no such difference. Counting these two types
of neurons in lesion and outside of lesion shown a trend towards reduced numbers in lesion,
however it was not significant. Data from pentylentetrazol-induced seizures show slower decay
of calcium signal fluorescence in parvalbumin interneurons compared to pyramidal neurons
suggesting depolarization block of these interneurons. This was proven as statistically
significant. Other results show moderate activation of parvalbumin interneurons before the
onset of seizures, spreading depolarization after seizure termination and activation of some
neurons in front of the spreading wave. These results were just discussed as there was not

enough of data to statistically evaluate any of them.

Keywords: focal cortical dysplasia, parvalbumin interneurons, mTOR signalling cascade,

epilepsy, calcium imaging



Seznam pouzitych zkratek

4-AP 4-amonipyridin, chemokonvulzant

4E-BP(1) Transla¢ni inhibitor

Al Adenosinovy receptor spfazeny s G-proteinem

ad libitum Dle libosti

AK Adenosin kindza

Akt/PKB Protein kindza B, serin-threoninovéa kinaza

AKT3 Isoforma protein-kindzy B, regulator mTOR signdlni drahy
AMPA Aminopropionova kyselina, agonista glutamatovych AMPA receptort
AMPK AMP aktivovana protein kinaza

ATP Adenosintrifosfat

CACNAla o podjednotka Cavy2.1 kanala

cAMP Cyklicky adenosinmonofosfat

Cay2.1 Typ napétove tizenych vapenatych kanala

c-fos Protoonkogen, marker ¢asné aktivity neuronti
CRISPR/CAS9 | Nastroj pro editaci genomu

DEPDCS5 Protein tvotici komplex GATOR1

EEG Elektroencefalogram

elF4E Eukaryoticky inicia¢ni transla¢ni faktor

FCD Fokalni kortikéIni dysplazie

FCDI Fokalni kortikdIni dysplazie typu I

FCDII Fokalni kortikdIni dysplazie typu 11

FCDIIa Fokalni kortikéIni dysplazie typu Ila

FCDIIb Fokalni kortikdIni dysplazie typu IIb

FCDIII Fokalni kortikéIni dysplazie typu II1

FOV Field of view, pozorované pole

GABA Kyselina y-aminomaselna, inhibi¢ni neurotransmiter v mozku
GABAAx Receptor pro GABA sptazeny s iontovym chloridovym kandlem
GATORI1 Komplex regulujici mTOR signalni kaskadu

GFP Zeleny fluorescencni protein

GluAl Podjednotka AMPA receptori

GluA2 Podjednotka AMPA receptori

GluA3 Podjednotka AMPA receptori

GluA4 Podjednotka AMPA receptori
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1.p. Intraperitonedlni podani
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IPSP Inhibi¢ni postsynapticky potencial

iRFP Infracerveny fluorescen¢ni protein

JGCamp8 Kalciovy indikator

KCC2 K'-CI symportér

Kvl.1 Podjednotka napét'ové fizenych draselnych kanala
Kv3.1 Podjednotka napét'ové fizenych draselnych kanala




Kv3.2 Podjednotka napét'ové fizenych draselnych kanala

LKBI Protein tvotici komplex STRADa

MO25 Protein tvotici komplex STRADa

mTOR Mammalian target of rapamycin, sou¢ast mTORC1 a mTORC2

mTORCI Regula¢ni komplex mTOR signalni kaskady 1

mTORC2 Regulacni komplex mTOR signalni kaskady 2

Nayl.1 Podjednotka napétove tizenych sodnych kanala

Navl.6 Podjednotka napétove tizenych sodnych kanali

NDRGI Marker hyperaktivace mTORC?2

NKCC1 Na"-K"-CI kotransportér

NMDA N-methyol-D-asparagové kyselina, agonista glutamatovych NMDA
receptorti

NPRL?2 Protein tvotici komplex GATOR1

NPRL3 Protein tvotici komplex GATOR1

PI3K Fosfatidylinositol-3-kin4za

PIK3CA Katalyticka podjednotka PI3K

PKC Proteinkindza C

pS6 Fosforylovany protein S6, marker hyperaktivace mTORC1

PTEN Tumor supresorovy gen

PTZ Pentylentetrazol, chemokonvulzant

PV+ Parvalbumin-pozitivni

RHEB GTP-vazebny protein

ROI Region of interest, oblast zajmu

s.C. Subkutanni podani

SCNla o podjednotka napétove fizenych sodnych kanala

SGK1 Sérem a glukokortikoidy regulovand kindza 1

SOM+ Somatostatin-pozitivni

STRAD Protein tvotici komplex STRADa

STRADa Komplex regulujici mTOR signalni kaskadu

SUDEP Sudden unexpected death in epilepsy, ndhla neocekévand smrt v epilepsii

TBCID7 Protein tvotici komplex TSC

tdTomato Cerveny fluorescenéni protein

TOS Konzervovany motiv pro vazbu mTORC1

TSC Komplex tuberdzni sklerozy

TSCl1 Protein tvotici komplex TSC, tuberin

TSC2 Protein tvotici komplex TSC, hamartin

VEGFA Vaskularni endotelidlni ristovy faktor A

VEGFB Vaskularni endotelidlni riistovy faktor B

VIP+ Vasointestinalni peptid-pozitivni
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1. Uvod

Epilepsie je zavaznou chorobou vyrazné snizujici kvalitu zivota v disledku
epileptickych zachvatti, které se mohou vyskytnout v podstaté¢ kdykoliv. Ackoliv byla
publikovana tada studii popisujici periodické oscilace v pravdépodobnosti vzniku téchto
zachvatl, Sance na spolehlivé predikce jejich propuknuti je stidle v nedohlednu. Stejné tak
informace tykajici se mechanismu jejich vzniku a Sifeni jsou nedostatecné a prevazné pochazeji

z in vitro studii, ¢1 akutnich modeli epilepsie.

O tom, jakou Ulohu interneurony, tedy inhibi¢ni neurony, zaujimaji v epileptickych
procesech se stale diskutuje a existuje mnoho teorii, které je ovSem tieba ovétit. Z dosavadnich
vyzkumu je patrné, ackoliv se tato myslenka zda neintuitivni, ze pravdépodobné ptispivaji ¢i
dokonce mohou zaptiCinit vznik epileptickych zachvati. Navic se zda, Zze rozdilné skupiny
interneurontl, napiiklad parvalbuminové o nichz je pséna tato prace, zaujimaji riizné role

v téchto procesech, coz vyznamné rozsifuje pole vyzkumu epilepsie.

Cilem této prace je objasnit roli parvalbuminovych interneuronti u fokalni kortikalni
dysplazie, ktera je jednou z pfiCin epilepsie postihujici pievazné pacienty v détském véku.
rezistenci vii¢i dosud znamym antiepileptickym l€ktim je 1écba velice naro¢na a sestava se bud’
z rezimovych opatfeni nebo chirurgického odnéti poskozené casti mozku. I takto radikalni krok
ovSem nemusi vést k uspéSnému potlaceni epileptickych zachvati a je tedy nutné rozklicovat

mechanismy zpusobujici vznik epilepsie v piipad¢ této malformace.



2. Literarni prehled
2.1. Fokalni kortikalni dysplazie

Fokalni kortikalni dysplazie je strukturalni a funkéni malformaci kortikalniho vyvoje
souvisejici s mutacemi v mTOR signalni kaskadé vedouci k rozvoji epilepsie (Subramanian et
al., 2019). Z divodu rezistence vici medikaci se Casto pfistupuje k chirurgickému odnéti 1éze
(Fauser et al., 2015) za ucelem potlaceni epileptickych zachvatii. Pokud se vsak epileptické
loZisko nachazi v n€které kriticky dilezité oblasti mozku, kterou nelze odstranit, je tfeba pouzit

alternativni neinvazivni metody. Mezi takové patii, mimo jin€, naptiklad ketogenni dieta (Neal

et al., 2008).

Podle doporuceni International League Against Epilepsy (Najm et al., 2022) se fokalni
kortikalni dysplazie déli do n€kolika typt. VSechny (FCDI, II, III) se vyzna€uji abnormalnim
uspofadanim kortikalnich vrstev, n€které navic pfitomnosti abnormalnich neuronti (FCDII), ¢i
aditivnim posSkozenim mozku (FCDII). FCDIla zna¢i ptitomnost dysmorfnich neuront,

FCDIIb dysmortnich neurontl a balonovych bunék.

Fokalni kortikdIlni dysplazie typu II byla poprvé popsana roku 1971 Davidem C.
Taylorem a jeho kolegy na deseti vzorcich mozku odebranych epileptickym pacientim z oblasti
temporalniho, frontdlniho ¢i okcipitalniho laloku. Pacienti kromé epileptickych zachvata Casto

trpi 1 snizenym intelektem ¢i dalsimi behavioralnimi poruchami (Taylor et al., 1971)

2.1.1. mTOR signalni kaskada

mTOR signalni kaskada hraje klicovou roli v regulaci bunécného rastu a diferenciace
(skrze mTORC1 komplex) a proliferace a piezivani (skrze mTORC2 komplex), pfiCemz
v ptipad¢ fokalni kortikalni dyspldzie dochazi k jeji hyperaktivaci (Juric-Sekhar & Hevner,
2019).

Regulace mTORCI1 je zprostiedkovana prostiednictvim komplexi TSC, GATORI1 a
STRADa, zatimco mTORC2 je regulovan piedev§im rlstovymi faktory ¢i inzulinem (viz.

obrazek ¢. 1).
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Obrazek ¢. 1: Prehled regulacnich drah v ramci mTOR signalni kaskady. Pfevzato a upraveno podle

(Juric-Sekhar & Hevner, 2019)
2.1.1.1. mTORC1
Komplex mTORCI1 vzniké interakci mezi mTOR kinazou, proteinem Raptor a dalSimi

komponenty. Na rozdil od komplexu mTORC2 je citlivy na rapamycin a jeho ptisobenim

dochazi k oslabeni interakce mezi mTOR kinazou a proteinem Raptor (D.-H. Kim et al., 2002).

TSC komplex je slozen z proteini TSC1 (hamartin), TSC2 (tuberin) a TBCID7
(Nakashima et al., 2007) a zajiStuje inhibici mTORC1 (Tee et al., 2002). Zaroven je sdm
regulovan pomoci Akt/PKB zprostiedkovanou fosforylaci vedouci k inhibici TSC komplexu

(Inoki et al., 2002).

GATORI komplex je tvofen proteiny DEPDCS, NPRL2 a NPRL3 zajit'ujici inhibici
mTORCI1 za neptitomnosti aminokyselin (Bar-Peled et al., 2013).

Komplex STRADa tvofeny LKBI, STRAD a MO25 aktivuje AMPK inhibujici
mTORCI1 komplex (Hawley et al., 2003), konkrétné pies fosforylaci proteinu Raptor (Gwinn
et al., 2008). STRADa a AMPK reaguji na energeticky stres v diisledku zvySené koncentrace
cAMP (Gwinn et al., 2008).
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Cile pro komplex mTORCI1 obsahuji konzervovany TOS vazebny motiv pro vazbu
proteinu Raptor. Mezi dilezité cile z hlediska regulace syntézy proteint patii pS6 a 4E-BP1
(Nojima et al., 2003; Schalm & Blenis, 2002). Také de novo syntéza lipidd, glykolyza, Cast
pentdza-fosfatové drahy (Diivel et al., 2010) a syntéza pyrimidinovych nukleotidi (Ben-Sahra
et al., 2013) jsou pod kontrolou mTORC1 komplexu.

Fosforylace pS6 je vyznamnym markerem hyperaktivace komplexu mTORCI1

(Chodraui et al., 2020).

2.1.1.2. mTORC2
Komplex mTORC?2 obsahuje stejné jako mTORC1 kindzu mTOR, tentokrat ovSem ve

vazb¢ na protein Rictor, ktery je vi¢i rapamycinu rezistentni (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et

al., 2004).

Ristové faktory a inzulin stimuluji PI3K k fosforylaci Akt/PKB a mTOR kinazy
v mTORC2 komplexu (Chenal et al., 2008).

Mezi funkce mTORC?2 patii fosforylace dalSich kinaz, napiiklad Akt/PKB (Facchinetti
et al., 2008; Sarbassov et al., 2005), PKC (Facchinetti et al., 2008; Sarbassov et al., 2004)
nebo SGK1 dale fosforylujici NDRG1, coz miize slouzit jako marker hyperaktivace mTORC2
(Garcia-Martinez & Alessi, 2008). Déale mTORC2 kontroluje polymerizaci aktinového
cytoskeletu (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004).

2.1.2. Animalni modely FCDII

Pouzivané modely se daji rozd€lit do dvou skupin: transgenni a tvofené pomoci in utero

elektroporace (viz. tabulka ¢. 1).

Transgenni modely vyuZivaji nejcastéji Cre/LoxP systém pii kiiZzeni mySi bud’ pro
vloZeni loss of function mutaci! gendl zapojenych v mTOR signélni kaskadé (Meikle et al.,
2007; Yuskaitis et al., 2018; Zeng et al., 2011; Zhou et al., 2009) nebo  vloZzeni  mutaci
vedoucich k hyperaktivaci daného genu (Roy et al., 2015). Problém s t€émito modely spociva
v tom, Ze mutace se vyskytuji v celém mozku, coZ nereprezentuje fokalni kortikalni dysplazii,
u které mutované neurony tvoii pouze ¢ast mozku. Toto omezeni se dd ovSem obejit
podminénou expresi danych gend do neurédlnich prekurzorii (Kassai et al., 2014), ¢i postnatalni
injikaci Cre rekombindzy do laterdlni komory mozkové (Prabhakar et al., 2013), coz vede

k omezeni exprese pouze do urcité ¢asti mozku.

! Loss of function mutace = mutace vedouci ke ztraté funkce genu
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Modely vyuzivajici in utero elektroporaci jsou velmi uzite¢né, jelikoz vlozeni
konstruktu s mutovanym genem b&hem embryondlnitho vyvoje do lateralnich komor
mozkovych zptisobi mutaci pouze ¢asti zasazenych buné¢k, coz vede ke tvorbé léze. VétSinou
je pouzivano vlozeni plazmidu s mutovanym genem (Back et al., 2015; Lim et al., 2015;
Reijnders et al., 2017; Zhong et al., 2021). Vyuziva se ovsem i CRISPR/CAS9 (Chen et al.,
2015; Lim et al., 2017; Ribierre et al., 2018) ¢i injikace Cre rekombinazy (Feliciano et al.,
2011).

Prestoze naprosta vétSina animalnich modelii vyuziva pro studium fokalni kortikalni
dysplazie mysi, objevuji se naptiklad 1 modely zaloZené na Daniu pruhovaném (S.-H. Kim et

al.,, 2011).

Tabulka ¢. 1: Studie odkazované vyse v textu s vyznac¢enim genu, ve kterém se mutace nachazi. Autor:

Jana Populova.

Mutovany gen Studie Mutovany gen Studie
PTEN (Zhou et al., 2009) AKT3 (Back et al., 2015)
TSC1 (Meikle et al., 2007) mTOR (Lim et al., 2015)
TSC2 (Zeng et al., 2011) RHEB (Reijnders et al., 2017)
DEPDCS5 (Yuskaitis et al., 2018) TSC1,2 (Lim et al., 2017)
PIK3CA (Roy et al., 2015) DEPDC5 (Ribierre et al., 2018)
mTOR (Kassai et al., 2014) PTEN (Chen et al., 2015)
TSC1 (Prabhakar et al., 2013) TSCI1 (Feliciano et al., 2011)
PIK3CA (Zhong et al., 2021) TSC2 (S.-H. Kim et al., 2011)

Nejcastéjsi mutace se u pacientii objevuji v genu mTOR a dale v jeho aktivatorech
(AKT3, PIK3CA, RHEB), ackoliv i mutace v represorech této signalni kaskady jsou ptitomny
(Baldassari et al., 2019). Tyto mutace mohou byt zdrode¢né i somatické (Meller et al., 2016).

Pocet neurontt v mozku obsahujicich néjakou ze somatickych mutaci zpisobujici FCDII
se pohybuje vrozmezi 2 — 20 %. MnozZstvi zasaZzenych neuronti pak odpovidd fazi

embryonalniho vyvoje, ve které k mutaci doSlo (D’Gama et al., 2017). Naptiklad v modelu
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nesoucim loss of function mutaci v TSC1,2 sta¢i pouze 1 % mutovanych bunék pro indukci

spontannich zachvata (Lim et al., 2017).

2.1.3. Patogeneze u FCDII a shoda s animalnimi modely

Studie provadéné na lidskych mozcich (Alonso-Nanclares et al., 2005; Baldassari et al.,
2019; Garbelli et al., 1999; Mgller et al., 2016; Taylor et al., 1971) poukazuji na pfitomnost
abnormalnich oblasti mozku vétSinou rozeznatelnych od okolni tkan€ vyznacujici se kortikaIni
dyslaminaci, vyskytem abnormalnich (viz. obrazek €. 2) a ektopickych neuronti, abnormalitami
gliovych bunék, spontannimi epileptickymi zachvaty, snizenym intelektem a dalSimi
behavioralnimi poruchami.

Dale byly dokumentovany i zmény tykajici se interneurond, pficemz primarn¢ se studie
zamétovaly na moznost jejich redukce (Ci pouze nekterych frakci) v rdmci 1€ze nebo rozdilnou

konektivitu (viz. kapitola ¢. 2.3.2.).

Obrazek €. 2: Pacient trpici FCDIIb. (A) Snimek z magnetické rezonance znazoriujici umisténi 1éze.
(B) Histologicky preparat zhotoveny po chirurgickém odnéti 1éze barveny pomoci hematoxylinu a
eosimu. Modréa Sipka ukazuje na balénovou bunku, cernd Sipka na dysmorfni neuron. (C) Preparat
kombinujici barveni na hematoxylin/eosin a barvenim proti fosforylovanému proteinu S6 zndzoriiujici
expresi pS6 v dysmorfnich neuronech. M¢titko = 20 pm. Pfevzato a upraveno podle (Moller et al.,

2016).

2.1.3.1. Abnormalni neurony a kortikalni dyslaminace

Abnormalni neurony u pacientii s FCDII se daji rozdélit na zdkladé morfologie a
elektrofyziologickych vlastnosti do nékolika skupin: cytomegalické dysmorfni neurony,
balonové bunky, Spatné orientované a ektopické pyramidové neurony a neurony vlastnostmi

pfipominajici nezralé bunky (Cepeda et al., 2003, 2005; Hanai et al., 2010).
Cytomegalické dysmorfni neurony maji somata o priméru 30-40 pm a abnormalni

vybézky (axony i dendrity) vybihajici z téla. Z diivodu zvétSeni membranového povrchu je i

kapacitance, a tedy mnoZstvi ndboje potiebného pro depolarizaci, vy$si. Po depolarizaci
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nasleduje vyrazné vyssi influx vapenatych iontli v porovnani s pyramidovymi neurony (Cepeda
et al., 2003, 2005). Zaroven maji niz8i senzitivitu pro hofecnaté ionty, coz vede k aktivaci

NMDA receptori pfi vice hyperpolarizovaném membranovém potencidlu (André et al., 2004).

Balonové bunky vykazuji znaky neuronti (velké télo o priméru 20-30 um, mohutny
dendriticky strom) i glii (nerozeznatelné axony). Charakteristicka je absence napétove fizenych
sodnych a vapenatych proudi a necitlivost vii¢i aplikaci excitacnich aminokyselin (Cepeda et

al., 2003, 2005).

Dysmorfni i ektopické neurony se ¢asto nachdzeji i v bilé hmoté mozkové pod kortexem
(Alonso-Nanclares et al., 2005). Hranice bilé a Sedé hmoty je asto nerozeznatelnd stejné jako
jednotlivé kortikalni vrstvy (Alonso-Nanclares et al., 2005; Garbelli et al., 1999; Taylor et al.,
1971).

Ptitomnost dysmorfnich neuronii spojenou se zvySenou expresi pS6, ektopickych
neuront 1 kortikéIni dyslaminaci popisuji 1 animalni modely uvedené v tabulce €. 1. Pfitomnost
balénovych bunék v animalnich modelech ovSem dosud nebyla potvrzena, vyjma jedné studie

(Ribierre et al., 2018).

2.1.3.2. Spontanni epileptické zachvaty

Spontanni epileptické zachvaty se zacinaji objevovat prevazné v détském veéku, ¢i
béhem adolescence (Baldassari et al., 2019). Z této studie je také patrné, Zze obdobi pocatku
vyskytu zachvatl je zavislé 1 na konkrétni mutaci, kterou je jedinec postizen. Napiiklad mutace
v genu pro RHEB je spojend s primérnym pocatkem ve tfetim mésici, zatimco v genu pro
mTOR kindzu se jedna primérné o 1,2 roku. Néco podobného mitizeme vidét i v mySich
modelech. U téch vyuzivajicich in utero elektroporaci plazmidu s mutaci v genu pro RHEB
zacinaji spontdnni zachvaty diive (Hsieh et al., 2016) nez v piipadé¢ mutovaného mTOR genu

(Lim et al., 2015).

Pravdépodobnost vyskytu spontannich zachvatli v animalnich modelech neni vzdy
stejna a pohybuje se mezi 50 — 100 % v zavislosti na mutovaném genu (Hsieh et al., 2016; Lim
et al., 2015, 2017; Nguyen et al., 2019) a jeho pouzité koncentraci (Nguyen et al., 2019).
Riiznou koncentraci plazmidi s mutovanym genem je mozno dosahnout i rizné Urovné
hyperaktivace mTOR signalni kaskady, coZz se projevi rozdily v zavaZznosti malformace
(hypertrofie a migrace neurond, frekvence zachvatit), jak 1ze vidét na obrazku ¢. 3. (Nguyen et

al., 2019).
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Kontroly Nizka Stredni Vysoka

Obrazek ¢ 3: RHEB“ indukuje fosforylaci S6 v zavislosti na davce. Obrazek zndzoriuje rozdily

P-S6/GFP

v intenzit¢ barveni proti pS6 v kombinaci s GFP a hypertrofii neuroni mezi kontrolami a riznymi

trovnémi koncentrace RHEB“*, Métitko 100 pm. Pievzato a upraveno podle (Nguyen et al., 2019).

Také umisténi 1éze hraje svou roli. Napiiklad studie (Hsieh et al., 2016) poukézala na
vyskyt spontannich zachvat u mysi s 1€zi v oblasti medialniho prefrontalniho kortexu, zatimco

v somatosenzorickém kortexu k jejich vzniku nedoslo.

U pacientt trpicich FCDII spolu s vyskytem zachvatl je 1éze nejcastéji umisténa ve
frontalnim laloku, nésledné temporalnim a méné v parietalnim a okcipitdlnim (Wagstyl et al.,
2022). Pozice léze souvisi 1 s dobou propuknuti prvnich zachvat, pficemz primarni senzorické
zacinaji objevovat az v pozd€jsim véku. Léze v oblasti frontalniho laloku také Casto byvaji

mensi v porovnani s vétsimi 1ézemi v okcipitalnim laloku (Wagstyl et al., 2022).

Vzhledem k vlastnostem dysmorfnich cytomegalickych neuront (viz. vyse) je
pravdépodobné, Ze se podileji na vzniku spontannich epileptickych zachvatl. Naopak balonové
buiiky takovy potencial nemaji (Cepeda et al., 2005). Také se predpoklada, Ze za zachvatovani

neni zodpovédna nedokoncend migrace postizenych neuront (Hsieh et al., 2016).

2.1.3.3. Hypervaskularizace

S fokalni kortikalni dysplazii je spojena i hypervaskularizace v misté 1éze. Cévy jsou
hustsi, vice rozvétvené, delsi a neurony jsou umisténé blize cévam, nez ve zdravém mozku.
Pravdépodobné to umoznuje piistup dysplastickych neuroni ke kysliku a jinym zivinam (L.
Zhang et al., 2019). Dale bylo zjiSténo, Ze prave tyto neurony maji zvySenou expresi VEGFA a
VEGFB spolu s jejich receptory, coZ by mohlo pfedchazet jejich zaniku (Boer et al., 2008).
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2.1.3.4. Kontinuum FCD-TSC-HME
Definice jednotlivych malformaci kortikdlniho vyvoje neni vzdy jednoznacna a
mTORopatie zahrnujici fokalni kortikdlni dysplazii, komplex tuberdézni sklerézy a

hemimegaencefalii jsou ¢asto povazovany za kontinuum.

FCD a HME mohou byt zptisobené mutacemi ve stejnych genech, rozdilem je pouze
mutace v diivejsi fazi kortikalniho vyvoje pro vznik HME a ve vysledku tedy postihuje vétsi
mnozstvi bunék. Vyjma toho ale FCD 1 HME sdileji stejné znaky (D’Gama et al., 2017). Stejné
tak FCD a TSC vznikaji v disledku stejnych mutaci vedoucich k podobnému fenotypu a
rozdilem je pouze kalcifikace v ramci 1éze, ktera je pritomna pouze u TSC (Hulshof et al.,

2021).

2.2. Parvalbuminové interneurony

Interneurony se daji rozliSit na zakladé exprese kalcium-vazebnych proteinl a
neuropeptidii a elektrofyziologickych vlastnosti. Tyto konkrétni interneurony se vyznacuji
produkci parvalbuminu (kalcium-vazebny protein) a ,,fast-spiking?*
2007; Y Kawaguchi & Kubota, 1997; Yasuo Kawaguchi & Kubota, 1993; Yasuo Kawaguchi,

1995).

fenotypem (Gonchar et al.,

Parvalbumin pozitivni (PV+) interneurony jsou nejpocetnéjsi skupinou interneuront
v kortexu (viz. obrazek ¢. 4), kde tvofi pfiblizné¢ 40 % ze vSech GABAergnich neuront u
hlodavcl (Gonchar et al., 2007; Kooijmans et al., 2020) a témét 50 % u primatt (Kooijmans et
al., 2020). Vyskytuji se ve vSech kortikdlnich vrstvach kromé té¢ prvni (Gonchar et al., 2007;
Yasuo Kawaguchi & Kubota, 1993; Yasuo Kawaguchi, 1995; Seto-Ohshima et al., 1989),

pficemz vice jsou zastoupeny v hlub$ich vrstvach kortexu (Gonchar et al., 2007).

Mimo kortex se hojné nachdzeji v mozecku, hippocampu a thalamu a v mensim poctu i

v mozkovém kmeni, striatu ¢i amygdale (Ohshima et al., 1991; Seto-Ohshima et al., 1989).

2 Fast-spiking = elektrofyziologicka vlastnost umozfiujici tvorbu akénich potencialii s vysokou frekvenci
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Obrazek ¢. 4: (A) Rozlozeni poc¢tu riiznych skupin interneuronti v kortikalnich vrstvach mysiho mozku.
(B) Trojité barveni kortikalnich vrstev protilatkami proti parvalbuminu (PV, ¢erven¢), calretininu (CR,
zeleng) a somatostatinu (SOM, modie). Méfitko = 100 um. (C-F) ZvétSeny vyfez z obrazku B (Zluty
obdélnik). Pfevzato a upraveno podle (Gonchar et al., 2007).

2.2.1. Vlastnosti PV+ interneuronu

t3 a ,,chandelier** neurony.

Dvé hlavni skupiny PV+ interneuronii jsou tzv. ,,baske
Z téchto dvou jsou ,basket* neurony zastoupeny v neokortexu vice. Jejich morfologické i
elektrofyziologické vlastnosti se v prubchu postnatalniho vyvoje postupné vyvijeji (Doischer
et al., 2008) a az po dosazeni dospélosti vykazuji typické vlastnosti, které se uz dale neméni

(Gonchar et al., 2007; Luhmann & Prince, 1991).

2.2.1.1. Morfologické vlastnosti

Oba typy PV+ interneuronli jsou prevazné multipolarni (Yasuo Kawaguchi, 1995).
Jejich téla dosahuji velikosti pfiblizné 15 um (Yasuo Kawaguchi & Kubota, 1993; Kooijmans
et al., 2020). Axony tvofi v blizkosti téla hustou sit’ (Yasuo Kawaguchi & Kubota, 1993), ktera
u ,,basket neuront vysild vyb&zky spiSe horizontdlné (Yasuo Kawaguchi & Kubota, 1993),

zatimco u ,,chandelier* neuronti smétuji vice vertikaln¢ (DeFelipe et al., 1988). Dilezity rozdil

? Basket neurony = ko$i¢kové neurony
4 Chandelier = lustrové neurony
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mezi PV+ interneurony je ve zpusobu, kterym inervuji pyramidalni neurony (viz. obrazek €. 5).
,Basket“ typ inervuje té€la neuronil a ,,chandelier* typ inicidlni segmenty axont (Y Kawaguchi

& Kubota, 1997).

Béhem vyvoje po narozeni dochdzi hlavné k masivnimu néartstu délky axonti a dendritt
a rozvétveni axonalniho systému. Zaroven s tim dochdzi pravdépodobné ke zvySeni poctu

inervovanych neuronti (Doischer et al., 2008).

Obrazek €. 5: Zpusob inervace riznych typid interneuronti na pyramidalni bunky a reprezentativni
morfologicka rekonstrukce dvou typi parvalbuminovych interneuronti. Pyramidové neurony ($eda),
PV+ ,basket neurony (fialova), PV+ ,,chandelier* neurony (modra), Somatostatin-pozitivni neurony
(zelen€). V morfologické rekonstrukci jsou dendrity zobrazeny cerné, axony barevng. Pievzato a

upraveno podle (Fino et al., 2013). Me¢titko = 100 pm.

2.2.1.2. Elektrofyziologické vlastnosti

Elektrofyziologické vlastnosti PV+ interneuront vykazuji charakteristické znaky, na
jejichz zaklad€ se daji snadno rozpoznat od ostatnich neurond. Jsou schopné produkovat salvy
akénich potencidlli s vysokou konstantni frekvenci, pficemz kratké trvani mezi akénimi
potencidly je umoZznéno rychlou hyperpolarizaci. Jejich klidovy membranovy potencial

dosahuje zaporngjsich hodnot v porovnani s jinymi interneurony (Yasuo Kawaguchi, 1995).

Ackoliv oba typy PV+ interneuroni vykazuji tyto vlastnosti, jsou mezi nimi urcité
rozdily. Naptiklad v mySim mozku maji ,,chandelier neurony vyrazné¢ vyssi amplitudu
hyperpolarizace nez ,,basket* neurony. DalSim rozdilem je frekvence, se kterou neurony pali
akéni potencialy; pro ,,chandelier* neurony je vyS$$i nez u ,,basket* neuront (Povysheva et al.,

2013).
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Stejné¢ jako morfologické vlastnosti, i ty elektrofyziologické se méni v prubéhu
postnatalniho vyvoje. Nezralé interneurony maji pozitivnéjsi klidovy membranovy potencidl,
niz§i amplitudy akénich potencidlii s delSim trvanim a niz$i rychlost vedeni (Luhmann &
Prince, 1991). Schopnost interneuronii produkovat inhibi¢ni postsynaptické potencialy (IPSP)
se také objevuje az v prub&hu vyvoje nejprve v kortikalni vrstvé V (pozdé&ji nasleduji i zbyl¢),
kdy naptiklad béhem patého postnatalniho dne jen polovina bunék umi IPSP vytvoftit (Doischer
et al., 2008; Komatsu, 1983).

Za tento ,,fast-spiking* fenotyp jsou zodpoveédné nékteré iontové kanaly, kterymi jsou
PV+ interneurony vybaveny. Jedna se konkrétné€ o napét'ove tizené draselné, sodné a vapenaté
kandly  (Erisir et al., 1999; Hua Hu & Jonas, 2014; Zaitsev et al., 2007).  Pfispivd  také

pritomnost kalcium-vazebného proteinu parvalbuminu (B Schwaller et al., 2004).

2.2.1.3. Napétové rizené sodné iontové kanaly

Napétove fizené sodné kanaly jsou zodpovédné za depolarizaci membrany axonu, kdyz
je neuron dostatecné stimulovdn a membranovy potencial dosahne kritické hodnoty pro
vytvofeni akéniho potencidlu. Depolarizace zptisobena témito kanaly také aktivuje napétove
fizené vapenaté kanaly umisténé na synaptickém rozsifeni presynaptického neuronu. PV+
interneurony exprimuji primarn¢ podjednotky Nayl.1 a Nayl.6 lokalizované na télech a
neuronalnich vybézcich (Whitaker et al., 2001) s tim rozdilem, Zze Navl.l se ve vétSim
mnozstvi nachazi v proximalni ¢asti axonu a Navl1.6 distalni ¢asti (T. Li et al., 2014). Zaroven

mnozstvi téchto kanali je mnohonasobné vyssi v axonech nez v télech neuront (T. Li et al.,

2014).

Jak uz bylo feceno, pro PV+ interneurony je specifickd vysoka hustota téchto kanald
v membrang, pficemz smérem od téla k distdlnimu konci axonu se jejich pocet postupné
zvySuje. Kandly v proximalni ¢asti axonu jsou zodpovédné za nastaveni frekvence
produkovanych akénich potencidlii, zatimco kanaly v odlehlejsi ¢asti axonu pomahaji rychle a

spolehlivé signal po axonu vést (Hua Hu & Jonas, 2014).

2.2.1.4. Napétové rizené draselné iontové kanaly

Napétove fizené draselné kanaly jsou zodpovédné za repolarizaci membrany axonu po
depolarizaci zplsobené napétové fizenymi sodnymi kandly. PV+ interneurony exprimuji
primarné K,3.1 a K,3.2 podjednotky (Marco et al., 1998). Kv3.1a jsou exprimovany primarné
v axonech a synaptickych termindlech, zatimco Kv3.1b jsou na povrchu tél interneuronti, na

proximalnich dendritech, axonech a v synaptickych terminédlech (Ozaita et al., 2002). K,3.2
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pokryvaji téla interneuronti, proximalni dendrity a presynaptické termindly (Chow et al., 1999;
Tansey et al., 2002). K,3.1 i K,3.2 podjednotky jsou do neuronii zabudovavany postupné az
v prabéhu postnatalniho vyvoje (Du et al., 1996; Tansey et al., 2002).

V inicialnim segmentu se nachéazeji Kyl1.1 kandly regulujici prah pro vznik akéniho
potencialu a potlacujici excitabilitu (Goldberg et al., 2008). Ov§em pouze 33 % ,,fast-spiking*
interneurontl tyto kanaly exprimuje (Marco et al., 1998) a efekt na tvorbu ak¢nich potenciald je

minimalni (Erisir et al., 1999).

Dulezitou vlastnosti vzhledem k elektrofyziologickym vlastnostem PV+ interneuronti
je rapidni aktivace téchto kandlli umoznujici urychlit regeneraci nap€toveé tfizenych sodnych
kanalli, coz zptsobi jejich opétovnou aktivaci vedouci k tvorbé akénich potenciali o vysoké
frekvenci (Erisir et al., 1999). Tato souhra mezi napétové fizenymi sodnymi a draselnymi
kandly umoziiuje minimalizovat energetickou narocnost a zvysit efektivitu, kterd je pro

tuto vysokofrekvencni tvorbu akénich potenciali klicova (Hua Hu et al., 2018).

2.2.1.5. Napétové rizené vapenaté iontové kanaly

Napétove tizené vapenaté kandly jsou aktivované depolarizaci zpisobenou napétove
fizenymi sodnymi kandly. Jsou zodpovédné za influx vapenatych iont do synaptického
zakonCeni neuronu, ktery je dilezity pro vylev neurotransmiterti. PV+ interneurony exprimuyji
primarné¢ P/Q typ (Cav2.1) napétové fizenych vapenatych iontovych kanali (Zaitsev et al.,
2007). Nachazeji se bliz k proteinovym systémim zodpovédnych za vypousténi
neurotransmitert nez jiné typy a jsou s nimi tésnéji propojeny (Bucurenciu et al., 2008; Wu et
al., 1999; Zaitsev et al., 2007). Tato blizkost pravdépodobné umoziuje efektivnéji aktivovat
uvolnéni synaptickych vezikuli (Wu et al., 1999). Pro vylev neurotransmiteru staci velice malo
téchto kanali (2-3) a v blizkosti kazdého synaptického vezikulu se jich nachazi 3-5. To

umoznuje minimalizovat asynchronni vylev (Bucurenciu et al., 2010).

2.2.1.6. AMPA receptory

AMPA receptory jsou ionotropni glutamatové receptory na membranach neuronti
propoustéjici do intraceluldrniho prostoru ionty sodiku, drasliku a vapniku. Tvofi tetramery
slozené z kombinace 4 podjednotek (GluAl, GluA2, GluA3, GluA4), konkrétni sloZeni pak
udava vlastnosti receptoru, napiiklad propustnost pro ionty. Ve vztahu k PV+ interneurontim je
dillezitd podjednotka GluA2 zajiStujici nepropustnost pro véapenaté ionty, respektive jeji
nepfitomnost ¢i pouze minimalni vyskyt (Catania et al., 1998; Matta et al., 2013; Moga et al.,

2002) naptiklad oproti pyramidovym neurontim, kde je zastoupena hojné (Catania et al., 1998).
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To zptisobuje, ze PV+ interneurony jsou v disledku zvyseného toku téchto iontli do bunky

nachylnéjsi k excitotoxickému poskozeni.

2.2.1.7. Parvalbumin

Parvalbumin, marker pro tuto konkrétni skupinu interneurontl, je maly cytosolicky
kalcium-vazebny globularni protein s ,,EF-hand’* doménou schopny vazat dva vapenaté ionty
(Permyakov, 2006). Mimo mozek se nachazi ve svalech a v mizivém mnozstvi i v dalSich
organech (Baron et al., 1975). Jeho ukolem je snizit intracelularni nartst koncentrace
véapenatych iontil po depolarizaci. Cast parvalbuminu je za fyziologickych podminek obsazena
hofecnatymi ionty, a tedy nez mize vazat vapenaté ionty, musi nejprve dojit k disociaci

hotec¢natych iontd (Chard et al., 1993).

Jeho exprese v interneuronech se stejné jako charakteristické vlastnosti PV+
interneuront vyviji s vékem. Zatimco u myS$i po narozeni nelze tento protein detekovat,
béhem P21 az P33 se exprese zvySuje a poté se ustali (de Lecea et al., 1995; Gonchar et al.,
2007). Zajimavé je, ze stejné jako prvni IPSP (viz. kapitola Elektrofyziologické vlastnosti) se

objevuje nejprve v paté kortikalni vrstveé (de Lecea et al., 1995).

2.2.1.8. Konektivita
PV+ interneurony inhibuji vyhradné dalsi PV+ interneurony nebo pyramidové neurony.
Zaroven dostavaji inhibicni vstupy od interneuroni exprimujicich somatostatin nebo

vasointestindlni peptid a excitacni vstupy od pyramidovych neuront (Hioki et al., 2013; Pfeffer

et al., 2013).

PV+ a somatostatin pozitivni (SOM+) interneurony vytvareji synapse predevSim na
dendritech, zatimco vasointestindlni peptid pozitivni (VIP+) interneurony preferencné inervuji
téla PV+ interneurond. 60 % GABAergni dendritické inervace tvofi PV+ interneurony, 25 %
SOM+ interneurony, zatimco VIP+ interneurony tvoii 62 % GABAergnich vstupi na téla PV+

interneuront (Hioki et al., 2013).

Tvorba synapsi je zavisld na vzdalenosti mezi tély neuronti (viz. obrazek €. 6). Nejvice spojeni
se vytvari do vzdalenosti 200 um a s rostouci vzdalenosti pravdépodobnost spojeni klesa. Plati,
ze PV+ interneurony nespecificky kontaktuji v§echny moZzné pyramidové neurony v blizkosti.
Pravdépodobnost inervace dvou pyramidovych neuronti PV+ interneurony nezavisi na tom, zda

jsou tyto pyramidové neurony synapticky propojeny (Packer & Yuste, 2011).

5 EF-hand = proteinovy vazebny motiv sloZeny ze dvou alfa-helixt
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Obrazek ¢. 6: Histogram pravdépodobnosti propojeni v zavislosti na vzdalenosti mezi PV+

interneurony a pyramidovymi neurony. Pfevzato a upraveno podle (Packer & Yuste, 2011).

PV+ interneurony jsou kromé chemickych synapsi propojeny 1 elektrickymi synapsemi.
Ve vzdalenosti 80 pm mezi tély PV+ interneuronti je elektricky propojeno 66 %. Tato spojeni
se ovSem nevyskytuji mezi PV+ interneurony a pyramidovymi neurony nebo gliemi. Elektrické
synapse pravdépodobné pomahaji synchronizovat PV+ interneurony a propaguji tvorbu akénich

potenciali (M Galarreta & Hestrin, 1999; Mario Galarreta & Hestrin, 2002).

2.2.1.9. Perineuralni sité

Perineuralni sité jsou formou extracelularni matrix nesouci zaporny naboj obklopujici
neurony a zajistujici Siroké spektrum funkci. Tvoii se pfedevsim kolem inhibi¢nich neuronti,
piicemz nejcastéji pokryvaji PV+ interneurony (Hartig et al., 1992; McRae et al., 2010),
z nichz pokryvaji vétSinu (Pollock et al., 2014). Od obdobi pozdniho embryonalniho vyvoje
dochazi k jejich vyvoji a plné zformované perineuralni sité se objevuji az kdyz je neuronalni
sit’ plné zformovana (Hockfield et al., 1990; Matthews et al., 2002). Dospé€lé perineuralni sité
pak inhibuji reorganizaci neuronalnich vybézki a regeneraci, tedy synaptickou plasticitu

(Gundelfinger et al., 2010).

Mezi dalsi funkce patii ochrana pfed oxidativnim stresem (Cabungcal et al., 2013) a

W

jejich mozné pufrovani v extraceluldrnim prostoru (Hrabetova et al., 2009; Morawski et al.,
2015), omezeni pohybu molekul/receptorii na povrchu neurond (Frischknecht et al., 2009) ¢i

podpora excitability ,,fast-spiking*, a tedy PV+ interneuronti (Balmer, 2016).

2.2.2. Uloha parvalbuminovych interneuronii v epilepsii
Za fyziologickych podminek je tikolem téchto interneuront inhibovat a synchronizovat

dal$i neurony. V piipad€ propuknuti epileptického zachvatu dochazi u PV+ interneuronii
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bohuzel ¢asto k jejich selhani (viz. kapitola ¢. 2.3.1.) i kdyZ nedoslo k jejich poskozeni ¢i zméné
funkce. Tato kapitola se zabyva rGznymi mutacemi, ¢i poSkozenim, které jsou u PV+

interneuront spojeny s rozvojem epilepsie.

2.2.2.1. Napét'ové rizené kanaly
Mutace v genu SCNla pro Nayl.l zplsobuje ztratu téchto kandli v hippokampu a
kortexu a je pric¢inou vzniku Dravetova syndromu vyznacujicitho se spontannimi zachvaty

spojenymi se zvySenim télesné teploty (Cheah et al., 2012).

Co se ty¢e napétoveé tizenych draselnych kanald a jejich ucasti v epilepsii, vysledky
studii jsou rozporuplné a nékteré poukazuji (na piikladu mutaci v podjednotce Kv3.1) na
spojitost s epilepsii (X. Liet al., 2021), zatimco jiné¢ (Ho et al., 1997) pozorovali Siroké

spektrum symptomd, avSak ne spontanni zachvaty.

Odstranéni genu CACNA1la pro al podjednotku napétove fizenych vapenatych kanala
z kortikalnich PV+ interneuronii zptsobila u mysi epilepsii v P17 a do P30 smrt v disledku
generalizovanych zachvati. NedosSlo ale k ovlivnéni poctu PV+ interneuront ¢i zménam
v jejich distribuci. Jako kompenzace doslo k up-regulaci® N-typu vapenatych kanalf, které ale
v pripadé PV+ interneuronii nebyly schopny kompenzovat narusené vylucovani GABA (na
rozdil od SOM+ neuront). Ztrata funkce P/Q kanali vede k desynchronizaci a redukci vylevu
GABA (Rossignol et al., 2013). 1T dalsi studie (Jun et al., 1999) potvrdila kompenzacni up-
regulaci N-typu kanala v ptipad¢€ naruSeni funkce P/Q kanalt.

2.2.2.2. Parvalbumin

Na mySim PV-/- modelu prokazali (B Schwaller et al., 2004), ze oproti kontrolnim a
heterozygotnim zvitatlim, byl pocet mysi dosahujici status epilepticus’ po administraci
pentylentetrazolu (PTZ) vyssi. U PV-/- mysi byla také vyssi pravdépodobnost umrti po podani

PTZ. V tomto modelu nedoslo ke zménadm v distribuci nebo poctu PV+ interneurontl.

2.2.2.3. Perineuralni sité

Status epilepticus zplsobuje rozklad komponent perineurdlnich siti kolem neuront
(Yuan et al., 2002), ktery se da pozorovat jeSté po dvou mésicich (McRae et al., 2012;
Rankin-Gee et al., 2015) spolu s poruSenou strukturou téchto siti (McRae et al., 2012). Zatimco

tyto studie byly provadény vyvolanim zachvatu u dospélych zvirat, podanim kainatu béhem

¢ Up-regulace = regulace smérem k zvySeni exprese
7 Status epilepticus = epilepticky zachvat trvajici déle neZz 5 minut nebo vyskyt vice nez jednoho zachvatu béhem
5-ti minut
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desatého postnatalniho dne doslo naopak k vyznamné né¢kolikadenni indukci exprese aggrecanu
(jedna ze slozek perineurondlnich siti) v porovnani s kontrolnimi zvitaty (McRae et al., 2010).
Zda se tak, ze zmény v kompozici a struktufe perineuralnich siti po zachvatu jsou zavislé na

véku, a tedy 1 trovni vyvinuti perineuralnich siti.

Za zvysenym rozkladem komponent perineurdlnich siti mohou byt matrixové
metaloproteazy Stépici slozky extracelularni matrix. Jejich mnozstvi a aktivita je vyznamné
zvySena po zachvatu (Wilczynski et al., 2008) a inhibice téchto protedz pfedchazi rozkladu

perineuralnich siti a vede k inhibici zachvatt (Pollock et al., 2014; Wilczynski et al., 2008).

Zaroven po umélém rozruSeni perineuralnich siti bylo pozorovano skoro tfikrat vice
myoklonickych zachvatti (po podani PTZ) (Rankin-Gee et al., 2015), snizeni excitability PV+
interneuronti (Balmer, 2016) ¢&i zvySeni difize Ca®" iontl v extracelularnim prostoru

(Hrabetova et al., 2009).

2.3. Fokalni epileptické zachvaty

O iniciaci, propagaci a terminaci i mechanismech spojenych s epileptickymi zachvaty
se stale vi velmi malo. Ackoliv nékteré nové studie pfinesly spoustu uzite¢nych informaci,
naprosta vétsina je provadéna pouze in vitro a hypotézy je teprve nutné ovétit in vivo za vyuziti

akutnich, ¢i chronickych modelt epilepsie.

Epilepticky zachvat (viz. obrazek ¢. 7) predchazi urCité pozorovatelné zmény mozkové
aktivity. V obdobi mezi zachvaty Ize na zaznamu EEG pozorovat interiktalni vyboje souvisejici
pievazné s aktivitou interneuronii a pre-iktalni vyboje vzniklé pisobenim pyramidovych
neurontl. Interiktalni vyboje se v ¢ase smérem k rozvoji zachvatu zrychluji. Pre-iktalni vyboje
bezprostiedné predchazeji zdchvatu a oproti inter-iktalnim jsou rychlej$i a maji vyssi amplitudu

(Huberfeld et al., 2011; Panuccio et al., 2009).
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Obrazek €. 7: Zaznam EEG zobrazujici interiktalni vyboje (1), preiktalni vyboje (2) a epilepticky
zachvat (3). Pferusovana ¢ara znazoriuje pocatek zachvatu. Pfevzato a upraveno podle (Huberfeld et

al., 2011)

V piipad¢ fokalni epilepsie vznika epilepticky zachvat v konkrétni ¢asti mozku, odkud
se §ifi dal jako vlna a postupné aktivuje pyramidové neurony v dusledku selhdni inhibi¢nich
mechanismi  (Trevelyan et al., 2006; Tryba et al., 2019). Zda se, ze oblast neuronil
rekrutovanych béhem epileptického zachvatu se da jasn¢ odlisit od okoli. Zatimco oblast pfimo
zapojena do epileptické aktivity se vyznacuje vysoce rytmickou a intenzivni aktivitou kazdého
z neurontl, okolni oblast, a¢ stale ovlivnéna touto aktivitou, nevykazuje takovou uroven
synchronizace mezi neurony a jejich amplituda je vyrazné mensi (Schevon et al., 2012).

Nejdutlezitéjsi inhibi¢ni silou pusobici proti Siteni zachvatli jsou pravdépodobné¢ PV+
interneurony (Cammarota et al., 2013), jejichz aktivita vyrazn€¢ stoupne pied pocatkem
zachvatu. Spolu s nimi se na inhibici béhem této periody podili i SOM+ interneurony (Parrish

et al., 2019).

V piipad¢ opakujicich se zachvati dochdzi k poklesu uc¢innosti inhibice (Trevelyan et
al., 2007). V této studii vyuzivajici akutni model epilepsie dochazi postupné ke zkracovani
interiktalni periody a rychlejSimu nastupu zéchvatl (viz. obrazek ¢. 8) a zaroven dochazi i ke

zrychleni propagace.

h

"
500pA
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Obrazek €. 8: Zaznam z voltage clamp méteni péti pyramidovych neuronli zndzorfiujici postupnou
ztratu inhibiéni sily (erné Sipky) a zvySovani rychlosti propagace. Cisla oznacuji jednotlivé iktalni
udalosti. Pfevzato a upraveno podle (Trevelyan et al., 2007).
2.3.1. Uloha interneuroni v priibéhu epileptickych zachvati

Z vyse uvedeného popisu téchto interneuront se zdé jako ziejmé, Ze jejich lohou by
meéla byt inhibice epileptickych zachvatl. V praxi to ovSem neni tak jednoduché a tyto neurony

v tomto svém Ukolu bohuzel ¢asto selzou, ¢i dokonce mohou plsobit jako iktogenni faktor.
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Jednim z mechanismtl, kterym mohou PV+ interneurony (spolu s dal§imi typy
interneurontl) ptispivat k vzniku epileptickych zachvati je vyvolani nadmérné synchronizované
aktivity excitacnich neuronll, ktera se objevuje po vymizeni silného inhibi¢niho stimulu,

vedouci k rozvoji zachvatu (Assaf & Schiller, 2016; Chang et al., 2018; Sessolo et al., 2015).

Dalsi teorie jsou zalozené na zvySeném vtoku CI iontd do pyramidovych neuront
v disledku zvySené aktivity interneurontt b&hem interiktalnich vyboji. Toto zvySeni
intracelularni koncentrace pozméni rozlozeni CI™ iontii uvnitf a vné buiiky a pii dalsi inhibic¢ni
stimulaci neuronu a otevieni chloridovych kanalli, teCou Cl” ionty ven z neuronu namisto
dovnitt a typicka hyperpolarizace a inhibice neuronu se bud’ oslabi nebo dokonce zméni na

depolarizaci (Alfonsa et al., 2015; Lillis et al., 2012).

ZvySena aktivita GABAergnich interneuroni béhem interiktalnich vyboji mizZe také
zpusobit vyCerpani synaptickych vackti s GABA neurotransmiterem a inhibice je tedy neti¢inna
(Z.]. Zhang et al., 2012). Dale v disledku této aktivity dochazi k naristu extracelularni
koncentrace K+ ionttl, kterd mize vést k hyperaktivaci neurontl, korelujici s ndstupem aktivity

pyramidovych neuront (Librizzi et al., 2017).

Diilezity jev spojeny primarn¢ s PV+ interneurony a jimi zprostiedkovanou inhibici je
nazyvan jako depolarizacni blok. Pfi¢inou je inaktivace napétové fizenych sodnych kanali
vedouci k neschopnosti interneuronu tvofit akéni potencialy (Calin et al., 2021; Fleidervish et
al., 1996). In vitro studie prokazaly vysokou aktivitu PV+ interneuronti nasledovanou jejich
depolarizacnim blokem a zrekrutovani okolnich pyramidovych neuronti (viz. obrazek €. 9), coz
dale vedlo k iniciaci (Calin et al., 2021) ¢i propagaci (Cammarota et al., 2013) epileptickych

zachvatu.

Depolariza¢ni blok je mozné narusit vyvoldnim hyperpolarizace v PV+ interneuronech,
¢imz je umoZnéna regenerace napetove fizenych sodnych kanalit vedouci k posileni inhibice a

naruSeni vzniku epileptickych zachvatt (Calin et al., 2021).
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Poéatek zéchvatu
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Obrazek ¢. 9: Aktivita PV+ interneuronu (zelené) métena v cell-attached voltage clamp modu a
pyramidového neuronu (Sed€) ve whole-cell current clamp modu béhem epileptického zachvatu. Lze
vidét, Ze na pocatku epileptického zachvatu dochazi k vyraznému snizeni aktivity PV+ interneurond.

Ptevzato a upraveno podle (Calin et al., 2021).

Uginnym nastrojem pro studium epileptickych zachvati jsou optogenetické metody. In
vivo studie zroku 2016 (Assaf & Schiller, 2016) na mySich PV+ interneuronech ukazala
zajimavé vysledky pti optogenetické stimulaci téchto neuroni v zavislosti na ¢asovém vztahu
k zachvatu. Pokud doSlo k stimulaci béhem interiktalni faze, doSlo k iniciaci zachvatu
pravdépodobné v disledku synchronizace pyramidovych neuronii (viz. diive v této kapitole).

Naopak stimulace v pribéhu zachvatu se ukazala jako u¢inna pro jeho terminaci.

V dalsi (tentokrat in vitro) studii (Sessolo et al., 2015) stimulace v epileptickém lozisku
vedla k iniciaci zachvatii, zatimco stimulace PV+ interneuront mimo lozisko vedla k potlaceni

propagace zachvati, ¢i k jejich zkraceni.

2.3.2. Epileptogeneze u FCD

Ackoliv mechanismy zptsobujici vznik epileptickych zachvatl nejsou v piipad¢ fokalni
kortikalni dysplazie objasnéné, existuje jiz fada hypotéz, které by mohly objasnit zmény
excitacné-inhibi¢ni rovnovahy v oblasti léze projevujici se snizenou inhibici vii¢i pyramidovym

neuroniim (Calcagnotto et al., 2005; Cheng et al., 2022).

2.3.2.1. Receptory a transportéry

V ramci 1éze dochazi ke zméndm v expresi podjednotek AMPA (Crino et al., 2001),
NMDA (Andr¢ et al., 2004; Crino et al., 2001; Finardi et al., 2006) a GABAa receptor
(Sharma et al., 2021, 2023; Talos et al., 2012). Exprese AMPA receptorii je pravdépodobné
pod kontrolou mTOR signalni kaskady (Y. Wang et al., 2006). Podle (Sharma et al., 2023)
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souvisi zmény v expresi podjednotek GABA4 receptori s obdobim pocatku epileptickych
zachvatii a zaroveil miizou zmény ve sloZeni téchto receptorii zptisobovat farmakorezistenci

(Sharma et al., 2021).

Zmény v expresi se tykaji i chloridovych transportéri NKCC1 a KCC2 (Shao et al.,
2022; Sharma et al., 2023; Talos et al., 2012) a vezikularniho GABA transportéru (Koh et al.,
2021; Shao et al., 2022). Tyto zmény mizou mit za nasledek posun reverzniho potencialu pro
GABA a nasledny depolariza¢ni t¢inek na dysmorfni neurony (Shao et al., 2022). Také zmény

v expresi vezikularniho glutamatového transportéru byly nalezeny (Koh et al., 2021).

2.3.2.2. mTOR dependentni translace

Jelikoz mTOR signalni kaskada tidi translaci nepfeberného mnozstvi genti, byly
produkty téchto genli prozkoumany za ucelem zjiSténi jejich ptipadné tlohy v epileptogenezi.
Mezi slibné cile patii translacni inhibitor 4E-BP a dalsi geny, které reguluje; konkrétn€ adenosin

kinaza.

Fosforylovany 4E-BP nemtlze vazat eukaryoticky inicia¢ni faktor elF4E a tak ho
inhibovat. Knockdown 4E-BP1 spolecné s RHEB mutantem vlozeny pomoci in utero
elektroporace do kortikdlnich neuronii pomaha témér uplné zvratit neuplnou migraci neuront
normalné se vyskytujici u FCD a v ptipadé vlozeni pouze 4E-BP mutanta dochézi i za normalni
funkce mTOR signalni kaskady k naruseni migrace neuront (Lin et al., 2016). Podavani
inhibitoru elF4E metforminu u mysi pomahéd v piipadé vcasného zahajeni 1€Cby zvratit
patologick¢ zmény zpusobené hyperaktivaci mTOR kaskady 1 vyskyt spontannich
epileptickych zachvati (J. K. Kim et al., 2019).

Adenosin kinaza (AK) katalyzujici pteménu ATP na adenosin je pod kontrolou 4E-BP,
atedy mTOR signalni kaskady a v pfipadé€ jeji hyperaktivace je exprese AK zvysena (J. K. Kim
et al., 2019; Koh et al., 2021). ZvySené mnozstvi AK se vyskytuje v mozcich pacienti trpicich
epilepsii (Masino et al., 2011) a miiZze zpiisobovat hyperexcitabilitu i u neuronti nezasazenych
mutacemi v mTOR signdIni kaskadé (Koh et al., 2021). Pod4vani inhibitoru AK u mysi pomaha
snizit frekvenci a trvani epileptickych zachvati (J. K. Kim et al., 2019). Stejné¢ plsobi 1
aktivace adenosinového receptoru Al (Gouder et al., 2003). Aktivovat tento receptor je mozné
podavanim ketogenni diety, coZz vede k redukci mnozstvi AK. Tento tlumivy efekt na vyskyt

epileptickych zachvatl je mozné opét zvratit podanim glukézy (Masino et al., 2011).
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2.3.2.3. Zmény v konektivité a distribuci

U pacientl trpicich FCDIIB bylo zjisténo vet$i mnozstvi perisomatickych terminalt
PV+ interneuroni kontaktujicich pyramidové neurony a vyrazné zvySeni téchto synapsi u
cytomegalickych neuronti (Szekeres-Paraczky et al., 2022). Zda se, ze neobvykla konektivita
se neobjevuje pouze v oblasti Iéze, ale i excitacni projekce do kontralateralni hemisféry jsou
posilené a mohou byt pficinou hyperexcitability i v nezasazenych oblastech mozku (Proietti

Onori et al., 2021).

Casto diskutovanym tématem jsou zmény distribuce a poétu interneuront, a to primarné
téch pozitivnich na parvalbumin. Vysledky vSak nejsou konzistentni a bud’ se jednéd o ztratu
pouze PV+ interneuronii (Liang et al., 2020; Nakagawa et al., 2017; T. Yang et al., 2022),
zménu distribuce PV+ interneuront (Calcagnotto et al., 2005; Medici et al., 2016), ztratu vSech
neurontl bez rozdilu (Zhong et al., 2021) nebo nékteré studie neprokazaly Zddnou z moznosti i

je netestovaly vSechny (Hsieh et al., 2016; Koh et al., 2021).

Rozdily se objevuji i mezi vzorky lidskych a zvifecich mozki (viz. tabulka €. 2), coz by
mohlo byt zptisobeno i rozdily v pivodu PV+ interneuront. Zatimco u mysi pochazeji pouze z
medidlni ganglionické eminence (Fogarty et al., 2007), u lidi tato frakce tvoii pouze 35 % a
zbytek ma ptivod ve ventrikuldrni ¢i subventrikularni zoné stejné jako kortikalni neurony a glie
(Letinic et al., 2002). Dale se také 1isi vysledky v zavislosti na konkrétnim podtypu FCDII, tedy
FCDIIa nebo FCDIIb (viz. tabulka ¢. 2). Nékteré studie také nespecifikuji, ktery podtyp byl
zkouman (Calcagnotto et al., 2005; Medici et al., 2016) a v mySich modelech je Casto té€zké toto
rozliSit a udava se pouze FCDII (Hsieh et al., 2016). Nékteré studie také pracuji se vzorky
nachdzejicimi se v celém spektru FCDII/HME (Koh et al., 2021; T. Yang et al., 2022).

Nejenom PV+ interneurony ale vykazuji zmény v poctu ¢i distribuci. Naptiklad u
lidskych pacientii trpicich FCDIIb bylo pozorovano zvyseni po¢tu disinhibi¢nich VIP+

interneurontl (Liang et al., 2020).

Tabulka €. 2: Tabulka znazornujici variabilitu vysledki ze studii zabyvajicimi se zménou poctu PV+

interneurontt u pacientii nebo v animalnich modelech fokalni kortikalni dyspldzie. Autor: Jana

Populova.
SniZeni poctu Zmény v Ztrata viech Nepriikazné
PV+ distribuci PV+ neuronu vysledky
. (Liang et al., (Calcagnotto et
Lidske vzorky 2020; Nakagawa | al., 2005; Medici
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etal., 2017) et al., 2016)
(Hsieh et al.,
Zvireci vzorky (T. Yze})nzngt al, (Zh(;l’(l)% 16 )t al., 2016; Koh et al.,
2021)
(Calcagnotto et .
FCDII al., 2005; Medici (Hs12%hl g; al,
et al., 2016)
(Zhong et al.,
FCDIIa 2021)
(Liang et al.,
FCDIIb 2020; Nakagawa
et al., 2017)
(T. Yang et al.,
FCD/HME 2022) (Koh et al., 2021)

2.4. Akutni model epilepsie: pentylentetrazol

Akutni modely epilepsie umoziuji 1 v normalni mozkové tkani vyvolat epileptickou
aktivitu, coz dovoluje studovat naptiklad jak zachvat probihad a které mozkové oblasti jsou
béhem né&j aktivni (Van Camp et al., 2003), dale jaké ma zachvat nasledky v neuronalnich sitich
(Giachello et al., 2013; Ueno et al., 2019) a v neposledni fadé umoziuji testovani 1€kt proti
epilepsii (Barton et al., 2001). Na rozdil od chronickych modeli ovsem nedochazi k indukci

spontannich zachvatt.

Akutnich modelii je celd fada a jsou zaloZzené na rGznych principech. Velice casto
pouzivané jsou napiiklad modely zaloZzené na blokaci inhibice: pentylentetrazol (R
Ramanjaneyulu & Ticku, 1984); posileni excitace: kainat (Friedman et al., 1994); ¢i elektrické
stimulaci (W1az et al., 1998). Pentylentetrazol (dale jako PTZ) je organicka latka vazajici se na
pikrotoxinové misto na GABAA receptorech, kde blokuje iontovy kandl (R Ramanjaneyulu &
Ticku, 1984) a nedovoluje chloridovym iontim vstoupit do bunky (Pellmar & Wilson, 1977b).

Je vyuzivano nékolik zplsobll podani; intravendézni (i.v.), subkutanni (s.c.),
intraperitonedlni (i.p.), intracerebroventrikularni (i.c.v.), pfi€emZ mezi nimi existuji rozdily
pfedevsim v rychlosti ndstupu zachvatl a davce nutné k jejich vyvolani. Pfi i.v. a i.c.v. podani
zachvaty nastupuji velice rychle, zatimco pfis.c. a i.p. je tieba pocitat se zpozdénim az n¢kolika
desitek minut a davka potfebna k vyvolani zachvatu mize byt vyssi (Brevard et al., 2006;

Mandhane et al., 2007; H. Yang et al., 2019).

Co se zptsobu podani tyce, dalsi rozdil je i v €inku antiepileptickych 1é€iv testovanych

ve stejném modelu napiiklad pfi s.c. a iv. podani (Mandhane et al., 2007). Tato studie
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porovnavala i G¢innost riznych 1é¢iv mezi akutnim modelem epilepsie indukovanym PTZ a
elektrickou stimulaci a vysledky se mezi modely lisily. Pfi testovani novych 1éCiv je tedy nutné
brat v potaz, jakym mechanismem akutni model zachvaty indukuje a jak potencidlni 1é¢ivo tuto
aktivitu blokuje. Pfi indukci epileptické aktivity pomoci PTZ jsou tedy pravdépodobné
nejucinngjsi 1é¢iva indukujici GABA aktivitu (Mandhane et al., 2007).

Jaké oblasti mozku jsou béhem PTZ zachvatu aktivni se d4 sledovat naptiklad pomoci
magnetické rezonance, nahravani EEG ¢1 exprese c-fos (Brevard et al., 2006; Morgan et al.,
1987; Van Camp et al., 2003; H. Yang et al., 2019). Z téchto studii je patrné, Ze nejaktivnéjsi v
prubéhu zachvatu jsou hippocampus, amygdala, kortex a thalamus, ale aktivni jsou 1 dalsi
struktury: hypothalamus & mozkovy kmen. Ulohu v iniciaci zichvatu maji podkorové

struktury, ze kterych se epileptickd aktivita rozsifuje do korovych oblasti.

Zajimavé je, ze ve studiich s c-fos geny dochazi po nékolika hodinach k silnému
piekryvu exprese c-fos s imunoreaktivitou pro parvalbumin, coz podle (H. Yang et al., 2019)
naznacuje, ze PV+ interneurony se podili na post-excitacni inhibici. U ostatnich neuronii pfitom
ve stejném Casovém okamziku doslo k inhibici exprese c-fos pod normalni hladiny, coz koreluje

1 s potlacenim elektrické aktivity viditelné na EEG zaznamu (H. Yang et al., 2019).
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3. Cile prace
1) Osvojeni a optimalizace metod pottebnych pro vytvoreni mysiho modelu FCDII
2) Vytvoteni mysiho modelu FCDII s ozna¢enymi parvalbuminovymi interneurony

3) Vyhodnoceni aktivity neurond béhem epileptického zachvatu v FCD modelu
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4. Material a metody
Vsechny metody byly provedeny v souladu se smérnicemi Evropské rady z 22. zati
2010 (2010/63/EU) a zaroven podle protokoli schvalenych odbornou komisi pro zajistovani

dobrych zivotnich podminek pokusnych zvitat na 2. 1ékarské fakulté.

4.1. Experimentalni zvirata

V tomto experimentu byly pouzivany transgenni mysi vytvoiené kiizenim PV-IRES-
Cre (#012358) a linii flex-tdTomato (#007909). Diky tomu byl ¢erveny fluorescen¢ni protein
tdTomato u potomku téchto mysi exprimovan v PV+ interneuronech. Vyuzivano bylo samic i
samcl. VSechna zvirata byla ustdjena ve zvétinei pii teploté 21-23°C. Byl dodrZzovan rezim 12
hodin svétla/12 hodin tmy. Zvifatim byla podavana voda a potrava ad libitum.
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Obriazek & 10: Casové rozvrzeni pokusu. Zelend znazornény ukony provadéné mmnou, Zluté ukony
provadéné nékym jinym. Vytvoieno v programu BioRender.
4.2. In utero elektroporace

Plazmidy (pCAG-iRFP a pCAG-MUTmMTOR (mutace p.Leu2427Pro)) byly ze
zasobnich roztokl nafedény pomoci 0,03% Fast Green (Sigma, katalogové ¢. F7252) tak, aby
finalni koncentrace pCAG-iRFP byla 2,5 pg/ul a pCAG-MUTmMTOR 3 pg/ul. Fast green vyjma

nafedéni pomaha zviditelnit plazmidy béhem elektroporace.

Sklenéné kapilary (Harvard apparatus, 30-0037) byly pfipraveny pomoci tahace Pipette
Puller (KOPF, California, USA) a nasledné manudlné dobrouSeny na pozadovany prumér (40

— 60 pum).

Tehotna samice (elektroporace provedend 14. den téhotenstvi zajistuje cileni mutované

oblasti do 2/3 vrstvy kortexu) byla na vyhtivaci desticce (37°C) uvedena do anestezie pomoci
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smési isofluoranu s kyslikem (Baxter, 4-5 % pro navozeni anestezie, 1-2 % pro jeji udrzeni,
pratok 0,5 I/min) a na o€i ji byl nanesen ophtalmo septonex za uc¢elem zabranéni vysychani.
Subkutanné byl samici podan carprofen (Rimadyl, 5 mg/kg) pro zmirnéni pooperacni bolesti.
Pomoci holiciho strojku byla z bticha odstranéna srst a bylo ve stfedu nastfizeno tak, aby z n¢j

bylo na dobu operace mozno bezpecné vyjmout embrya.

Mix plazmidi byl manualné injikovan do levé komory mozkové kazdého z embryi.
Plazmidy byly doruceny do bunck pomoci elektroporacnich klesti (Nepagene, 3mm,
CUY650P3) zapojenych do elektroporatoru (vyroba: Ing. Ondiej Novak, Ph.D., do embryi
doruci 5 pulzi (35 V, 50 ms) s 950ms intervalem mezi pulzy) ptiloZzenych lateralné na hlavu
kazdého z embryi (viz. obrazek €. 11). Pred elektroporaci jsou embrya vzdy polévana 2x
koncentrovanym PBS (teplota 40°C) pro zvySeni uspéSnosti elektroporace, mimo to jsou
prubézné polévana 1x koncentrovanym PBS (teplota 40°C), aby se zabranilo jejich vysuSeni a

pro udrZeni optimalni teploty.

Po dokonceni byla embrya vracena zpét do biiSni dutiny a podkozi i1 kiize zaSity
(Chirurgicke siti, Chirmax). Na ranu byl nanesen novikov a samice byla probuzena ukoncenim
anestézie. V ramci pooperacni péce byl samicim po dobu tii dnli podavan carprofen (5 mg/kg,

s.c.) nebo rimadyl (50 png/ml) do napajeci vody.

0
) 1808

r a
Obrazek €. 11: Schéma ptiloZeni elektrod pfi elektroporaci. Nalevo lateralni pohled na embryo z levé

o—

strany. Napravo dorzalni pohled na mysi mozek. Zelené€ je oznacena leva komora s obsahem plazmidu,

Sed¢ elektrody. Vytvoteno v programu BioRender.

4.3. Screening P0

Pro urceni Gisp&Snosti elektroporace byl po narozeni u mlad’at ve véku 1-2 dny provadén
screening pomoci epifluorescenéniho mikroskopu (Intraco micro, STM 823 N) po excitaci
iRFP laserem (690 nm). V tomto véku se d4 exprese iRFP sledovat neinvazivné i pies lebku a

kazi a mlad’ata s dostateCnou expresi byla urcena pro dalsi fazi projektu.
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4.4. Screening P21

Dalsi screening se provadél béhem 21. postnatalniho dne pro urceni velikosti a umisténi
léze. Mlad’ata byla uvedena do anestézie pomoci smési isofluoranu s kyslikem (Baxter, 4-5 %
pro navozeni anestezie, 1-2 % pro jeji udrzeni, pritok 0,5 I/min) a na o¢i jim byl nanesen
ophtalmo septonex za ucelem zabranéni vysychdni. Subkutdnné byl mysi podan carprofen
(Rimadyl, 5 mg/kg) pro zmirnéni pooperacni bolesti. Kiize na hlavé byla pomoci depilacniho
krému zbavena srsti a na holé misto byl nanesen betadine (Egis Pharmaceuticals, PLC). Toto
misto bylo nastfizeno za Ucelem odhaleni mékkych tkdni na lebce. Opét byla pomoci
epifluorescen¢niho mikroskopu (Intraco micro, STM 823 N) a iRFP laseru (690 nm) sledovana
exprese iRFP (viz. obrazek ¢. 12). Kize byla po dokonceni screeningu opét sesita (Chirurgické
Siti, Chirmax), na ranu byl nanesen novikov a my$ byla probrana z anestézie. Pouze mysi

s dostate¢né velkou unilateralni 1ézi byly vybrany pro implantaci kranialniho okna.

Obrazek ¢. 12: Fluorescence iRFP pres pii P21 screeningu.

4.5. Implantace kranialniho okna

Vybranym zvifatim bylo kranidlni okno implantovano ve véku 5-6 tydnt. Po celou
dobu operace byly mySi umistény na vyhiivaci desti¢ce (37°C). Pro anestezii byl pouzit
isofluoran ve smési s kyslikem (Baxter, 4-5 % pro navozeni anestezie, 1-2 % pro jeji udrZeni,
pratok 0,5 I/min). Na o¢i byl nanesen ophtalmo septonex, aby se zabranilo jejich vysychéni. Za
ucelem zajisténi lepSich vysledkidl operace a zmirnéni bolesti, byla zvifata premedikovana
dexamethasonem (Sigma-Tec Pharmaceuticals Industries, 2 mg/kg) pro sniZeni
pravdépodobnosti vzniku edému mozku, atropinem (Biotika, 0,025 mg, s.c.) pro zlepSeni
prichodnosti dychacich cest a lidokainem (Egis Pharmaceuticals, PLC, 2%, 50 — 100 pl, s.c.)

za Ucelem navozeni analgézie v misté rany.

Pomoci depila¢niho krému byla z hlavy odstranéna srst a do kiize byl vysttizen kruhovy

otvor. Parietdlni kosti byly odhaleny a diikladné ocistény od mékkych tkani. Nad mozeckem
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byl vyvrtan otvor pomoci vysokorychlostni chirurgické vrtacky (Osada Succes 40) pro zemnici
elektrodu (Science Products, Pt/Ir, obalen PFA, vnitini primér 20 pm, vnéj$i praimér 40 um) a
nad pravou hemisférou pro kontralateralni elektrodu a ob¢ byly pod lebku zasunuty a upevnény
na misté pomoci tkanového lepidla. Na lebku byla nanesena tenka vrstva lepidla, ke které byla
prilepena kruhova titanova konstrukce (headbar, vyroba: Ing. Ondiej Novak, Ph.D.) tak, aby
uprostied byla umisténa 1éze. Na pravou stranu tohoto headbaru byl jiz pfedem piipraven

konektor (Precidip. 2fady, RM 1,27 mm, SMD) s elektrodami (viz. obrazek ¢. 13).
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Obrazek ¢. 13: (A) Headbar s konektorem a elektrodami. (B) Rozlozeni elektrod na konektoru: Zluta
(1éze, méfici elektroda), zelena (kontralateralni hemisféra, métici elektroda), hnéda (mozecéek, zemnici

elektroda).

Nasledné byla nad 1ézi manudlné provedena kraniotomie (primér 4 mm) pomoci
vysokorychlostni chirurgické vrtacky a tato ¢ast lebky byla opatrné€ odstranéna tak, aby nedoslo
k poruSeni dury mater. Béhem vrtani byla lebka opakované zalévana fyziologickym roztokem
uloZzenym na ledu za Gc¢elem ochlazeni a ociSténi lebky. Do odhaleného mozku bylo do 6-10ti
vybranych mist do hloubky 250 um (2-3 vrstva kortexu) injikovano dvakrat 30 nl kalciového
indikatoru pGP-AVV-syn-jGCamp8m-WPRE (Addgene, katalogové ¢. 162375) o koncentraci
5*%10'"!' GC/ml rychlosti 0,1 nl/s za pouziti sklenéné kapilary (Drummond Scientific, 3-000-203-
G/X, 30° uhel, manualn€ dobrousené na vnéjsi pramér 10-15 pm) drzené na misté po dobu 5
minut pro umoznéni rozSifeni viru. Injikace probihaly pomoci injektoru Nanoject III
(Drummond Scientific). Mista pro injikace byla vybrana tak, aby byla zasaZena mista v 1ézi 1

mimo ni (viz. obrazek ¢. 14).
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Obrazek €. 14: (A) Ovéreni umisténi 1éze pro injikaci. (B) Kranidlni okno s naznacenim mist vpicht
kalciového indikatoru.

Kraniotomie byla uzaviena pomoci 4mm sklicka (Warner Instruments, No. 1 Glass
Coverslip 4 mm Round (100)). Pod néj byla do mozkové kliry pod duru mater v oblasti 1éze

zasunuta méfici elektroda a spolu se sklickem upevnéna tkanovym lepidlem k lebce.

Nasledujici tfi dny po operaci byl zvitfatim kazdy den podavan carprofen (Rimadyl, 5

mg/kg) za ucelem zmirnéni pooperacnich bolesti.

4.6. Video-EEG monitoring

Ptiblizné dva tydny po operaci byla zvitata pfipojena na video-EEG monitoring, kde
byla po zbyvajici dobu experimentu kontinualn€ nahravana elektrickd aktivita mozku z obou
elektrod, synchronizovana s videozaznamem. Teplota v mistnosti byla udrzovéna pii22 + 1°C
a byl zajistén svételny rezim 12h svétla/12 h tmy. Experiment probihal v otevienych klecich,
coz umoznovalo veSkerou interakci kromé fyzického kontaktu. Béhem experimentu bylo
pouZzito motorizovanych komutédtori a vyrovnavacich ramen, aby se zvifata mohla volné
pohybovat v kleci béhem experimentu. PribéZzné sledovani zvifat bylo provadéno po celou

dobu studie, kromé vikendl. Voda a potrava byla zvifatim podavana ad libitum.

Spontanni elektrograficka aktivita byla zesilena a filtrovana v propustném pasmu 0,1
Hz - 1,6 kHz pomoci headstage (Intan Technologies, USA, RHD2132) a vzorkovana s
frekvenci 5 kHz AD ptevodnikem RHD2000 USB Interface Evaluation Board (Intan
Technologies, USA). EEG bylo nakonec uloZeno do pocita¢e pomoci programu Spike2 v.10
(Spike2 software, Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) a dale analyzovdno pomoci

vlastnich skriptli v prostiedi Matlab 2019b-2021b (Mathworks Inc., USA).
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Video bylo nahravano pomoci kamery acA1280-60gm (Basler AG, Ahren, Germany) a
zaznamenano programem Pylon Viewer (Basler AG, Ahren, Germany), pfi min. 15 snimcich

za sekundu v ¢ernobilé kvalité s rozliSenim HD.

4.7. Calcium imaging

Kalciovy indikator jGCamp8 je vlozen do genu pro synapsin a spolu snim je
exprimovan a nasledné transportovan do cytoplazmy. Depolarizace neuronu vede k vtoku
vapenatych iontli do cytoplazmy, kde dojde k jejich vazbé na protein indikatoru, konkrétné¢ na
kalmodulin, jez je soucésti této molekuly. Tato vazba nasledné spusti zmény ve struktufe
indikatoru a dojde k deprotonaci chromoforu (zde zeleny fluorescencni protein GFP), coz vede

k zahdjeni fluorescence (viz. obrazek ¢. 15, (Pérez Koldenkova & Nagai, 2013)).

R

Obrazek €. 15: Schématické znazornéni funkce kalciového indikatoru (Pérez Koldenkova & Nagai,

2013).

LF

Tteti tyden po injikovani kalciového indikatoru byla jeho exprese dostatecnd pro
sledovani fluorescen¢niho signdlu znazornujiciho aktivitu neuronti. Pouzity dvoufotonovy
mikroskop byl sestaven Ing. Ondfejem Novakem Ph.D. na zdklad¢ dostupnych informaci z
(Rosenegger et al., 2014) pro tvorbu excita¢ni drahy a (Kazemipour et al., 2019) pro tvorbu
emisni drahy. Za ucelem sledovani aktivity neuronti byla mys upevnéna za headbar do stojanu
tak, aby hlava byla pevné zafixovana v jedné poloze. Pomoci laseru byla pozice hlavy ve
stojanu vyrovnana tak, aby sklicko zakryvajici kranidlni okno bylo vodorovné¢ a kazdy tyden se

tedy snimalo ze stejné roviny.

Nejprve bylo tfeba provést zmapovani operované oblasti a vybrani oblasti pro dalsi
méfeni. Tato mista (fields of view, FOV) byla vybirana tak, aby pokud moZzno byla n&ktera
v 1ézi (a obsahovala dysmorfni neurony a PV+ interneurony) a jind mimo lézi (PV+
interneurony). Pocet téchto FOV se liSil v zavislosti na mysi, velikosti 1éze a jejim zachyceni

do kranialniho okna. BéZné¢ bylo vybirdno 5 — 10 FOV (viz. obrazek €. 16).
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Obriazek &. 16: (A) Mapovani 1éze pod dvoufotonovym mikroskopem. Cervena oblast je dana expresi
iRFP, zelena znazornuje expresi kalciového indikatoru, zluta piekryv iRFP a kalciového indikatoru. (B)
Vybrana FOV v 1ézi (Cervena koleCka), na okraji 1éze (bila koleCka) a mimo 1ézi (modra kolecka).
Meéfitko = 1 mm.

Tato FOV byla poté méfena jednou tydné po dobu osmi tydni. Pro kazdé FOV bylo
nameéteno dvakrat pétiminutové EEG zaroven s nahranim zdznamu kalciového signdlu pomoci
laditelné¢ho femtosekundového laseru. Data byla nahravédna v kombinaci parametri: rozliSeni
512 x 512; 30 fps; 920 nm; vykon < 100 mW pod objektivem (Olympus XLUMPFLN 20x
NA1.0 WD2.0). Spolu stim byly pofizeny fotky pii rozdilnych vinovych délkach, coz
umoziuje pii zpracovani dat Iépe rozeznat typy neuronti: 920 nm (signal z jJGCamp8 - zelena),
980 nm (PV+ interneurony - zlutd) a 870 nm (dysmorfni neurony — cervend). Ze stejného
divodu byly také fotky pofizovany za pouziti dvou rozdilnych emisnich filtrii, a to na iRFP a
tdTomato (viz. obrazek ¢. 17). Po kazdém méfeni byla zvifata ponechana jeden den bez

napojeni na EEG-monitoring kviili odpocinku a nésledné bylo opét zahdjeno monitorovani.
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Obrazek ¢. 17: (A) Obrazek FOV za pouziti filtru tdTomato (920 nm). Zelené jsou ozna¢eny neurony
exprimujici kalciovy indikator, Cervené¢ PV+ interneurony exprimujici tdTomato, Zzluté PV+
interneurony exprimujici zaroven kalciovy indikator a tdTomato. Obfi zelené neurony jsou dysmorfni.
(B) Stejné FOV za pouziti filtru iRFP (920 nm). Zelen¢ oznacené neurony exprimuji kalciovy indikator,
cerven¢ dysmorfni neurony exprimujici iRFP, zluté dysmorfni neurony exprimujici kalciovy indikator
a iRFP. Signal z tdTomato je pti pouziti iRFP filtru slaby a nelze je pti tomto nastaveni rozeznat. Méfitko

= 100 um.

4.8. PTZ

Po dokonceni vSech osmi meéfeni na dvoufotonovém mikroskopu byl proveden
zavéreCny experiment za ucelem uméle navodit epilepticky zdchvat. Béhem nahravani
kalciového a EEG signalu na dvoufotonovém mikroskopu byl mySim subkutanné podavan
pentylentetrazol (Sigma-Aldrich, 2 mg/ml) aZ do vyvolani zachvatu. Za timto G¢elem bylo tieba

podat 55 + 25 mg/kg.

4.9. Perfuze

Pro provedeni transkardidlni perfize byla zvifata uspana pomoci intraperitonedlni
injekce se smési ketamin (Calypsol, 150 mg/kg)/xylazin (Xylapan, 12,5 mg/kg). Byla
nastfizena hrudni dutina a prostfizena branice. Do levé komory srde¢ni byla zavedena jehla a
prava srdecni sin byla prostiizena. Néasledn€¢ byla mys promyta roztokem PBS (50 ml) a dale
4% roztokem paraformaldehydu (50 ml) podavanym skrze jehlu do srde¢ni komory. Mozek byl
opatrné vyjmut z lebky a ptfes noc ponechan v roztoku PFA a nasledné skladovany v PBS

s azidem (Sigma).
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4.10. Zpracovani dat

4.10.1. Kalciovy signal

Veskeré zpracovani probihalo pomoci skriptd v programu Matlab 2019b-2021b
(Mathworks Inc. USA). Po kazdém méfeni byl zdznam kalciového signdlu zprimérovan a
vysledny obrazek byl pouzit pro dalsi zpracovani. Obrazky byly kompenzovany na pohybové
artefakty metodou NoRMCorr (Pnevmatikakis & Giovannucci, 2017). Fluorescen¢ni zdznamy
pro jednotlivé neurony byly pocitany jako priméry jejich svételné intenzity v ramci ROI pro
kazdy ¢asovy bod. Méfeni z druhého nebo tfetiho tydne bylo pouzito pro manudlni vybér
(krouzkovani, viz. obrazek ¢. 18) vSech sledovanych neuroni (regions of interest, ROIs). Toto
méfeni s vybranymi ROI bylo pouzito pro oznaceni (labelovani, viz. obrazek ¢. 18)
neuronalnich typt (dysmorfni neuron, pyramidovy neuron, PV+ interneuron). Pro ostatni
méteni bylo nutné vybrané ROIs transformovat a upravit tak, aby oznacené neurony odpovidaly

referenénimu méfeni z krouzkovani (warpovani).

Obrazek ¢. 18: (A) Vystup zprocesu krouzkovani. (B) Vystup z oznaceni neurondlnich typi.

Dysmorfni neurony (Cerveng), PV+ (modie), pyramidové neurony (zeleng). Méritko = 100 pm.

4.10.2. EEG data

EEG data byla zpracovadna a analyzovana pomoci skriptii v prosttedi Matlab 2019b-
2021b (Mathworks Inc. USA). Na zaznamech z video-EEG monitoringu a dvoufotonového

mikroskopu byly oznafeny zachvaty podle nasledujicich kritérii (viz. obrazek €. 19):
1) Zéchvat se rozviji pomalu a postupné graduje.
2) Obsahuje vyboje s vysokou amplitudou a frekvenci.
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3) Na konci zachvatu se frekvence zpomaluje a amplituda zvysuje.

4) Po ukonceni zachvatu obvykle dochazi k ztenceni kiivky EEG (mens$i amplituda nez pred

zacatkem zachvatu).
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Obrazek ¢. 19: Spontanni epilepticky zachvat. Jednotky na ose y jsou v mV. Métitko = 10 s.

4.10.3. Statisticka analyza
Vsechna data byla zpracovdna v programu Matlab 2019b-2021b (Mathworks Inc.,

USA). Analyzu poctu a velikosti neuronil 1 analyza PTZ zachvatl byla realizovana ovéfenou

metodou (Rehorova et al., n.d.).

Pro vyhodnoceni velikosti a poctu neuronii byl pouzit referencni zdznam z funkcéniho
meéfeni, na kterém bylo provedeno krouzkovani a oznafeni neurondlnich typa. Pouzit byl
neparametricky Wilcoxon rank sum test. Rozdily byly povazovany za statisticky signifikantni,

pokud p-hodnota < 0,05. Data jsou vyjadiena jako pramér + stiedni chyba priméru (SEM).

Pro vyhodnoceni poklesu fluorescence po terminaci epileptického zachvatu byl pouzit
neparametricky Mann Whitney Wilcoxonliv test. Statisticky test byl proveden v kazdém
casovém bodé (n = 600). Nebyla provedena korekce pro mnohocetnd srovnani. Rozdily byly

povazovany za statisticky signifikantni, pokud p-hodnota < 0,05.
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5. Vysledky

5.1. Charakterizace mySiho modelu fokalni kortikalni dysplazie 11

Mysi model FCDII byl vytvoten in utero elektroporaci plazmidu s mutovanym mTOR
genem (mutace pLeu2427Pro) a plazmidu iRFP pro detekci 1éze. VSechny mysi (n = 8) méli
unilateralni 1ézi v levé hemisféie v temporalnim laloku (n = 5) nebo zasahujici temporalni a

frontalni lalok (n = 3).

Tkan v oblasti 1éze vykazovala morfologické vlastnosti podobné jingym modelim (Lim
et al., 2015). Ptitomnost cytomegalickych dysmorfnich neuronti s velkymi jadry a mohutnou
arborizaci (viz, obrazek ¢. 20) byla patrna u vSech mysi stejné jako kortikalni dyslaminace (viz.

obrazek ¢. 21). Neurony byly rozptyleny napti¢ kortikalnimi vrstvami a i v bilé hmoté&.
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Obrazek €. 20: Pritomnost dysmorfnich neuronti charakterizujici fokalni kortikalni dysplazii. (A)
Exprese iRFP (Eervend) a jGCamp8 (zelend). Zluta znadi prekryv iRFP a jGCamp8. Modry obdélnik
zobrazuje FOV nasledné zvétsené v obrazcich B-D. Méritko = 1 mm. (B) Vyznacené FOV na povrchu
mozku. Méfitko = 100 pm. (C) Stejné FOV v hloubce 155 um. Sipky oznaéuji dysmorfni neurony.
Mgéftitko = 100 pum. (D) Stejné FOV v hloubce 155 pm pfi vétsim ptiblizenni nez obrazek C. Métitko =
100 pm.

Obrazek €. 21: Poruchy migrace doprovazejici zmény v kortexu postizeném fokalni kortikalni
dysplazii. Na obrdzku je vyznaceno pfiblizné umisténi kortikalnich vrstev (1-6) a bilé hmoty (BH).
Zelené jsou oznaceny neurony exprimujici kalciovy indikator jGCamp8. Mezi neurony lze rozeznat obfi
dysmorfni neurony nachézejici se i v bilé hmot€ pod kortexem. Obrazek byl pofizen oskenovanim

mozku po perfuzi na lighsheet mikroskopu a zpracovanim v programu Imaris. Métitko = 200 pm.

Ptiblizn€ dva tydny po operaci byla zvifata napojena na video-EEG monitoring a dalsi
dva mésice nahravéana pro vyhodnoceni ¢etnosti spontdnnich zachvati. Ty byly pozorovany u
3/8 mysi (oznacené jako 973, 764 a 945, viz. obrazek €. 22). Dvé z nich (973, 945) zemfteli
predcasné na SUDEP. Prvni zachvaty se objevily ve veku 12 (973), 9 (764) a 7 (945) tydni.
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Podle grafu rozlozeni zachvatl na obrazku €. 22 se zda, ze u mysi €. 973 a €. 764 dochazi
k shlukovani jednotlivych zachvati do klastrii a predevS§im u mysi ¢. 973 k postupnému
zkracovani délky zachvatu v ramci klastru. U mysi €. 973 se délka zachvatu postupem casu
prodluzuje, pticemz zachvat, ktery je pri¢inou smrti je vyrazné delsi. Mys ¢. 945 umira po

pouhych tfech zachvatech, ty jsou ovSem v porovnani s ¢. 973 a €. 764 vyrazné delsi.

U zachvatyjicich my$i (n = 3) byla léze v jednom piipadé umisténa pouze
v temporalnim laloku a ve dvou zasahovala do oblasti frontalniho laloku. U nezachvatujicich
(n=15) byla ptfevazné v temporalnim laloku (n =4) a pouze u jedné mysi byla umisténa ¢astecné

ve frontalnim laloku.
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Obrizek €. 22: RozloZeni zachvatl u tii zachvatujicich mysi spolu se zobrazenim funk¢nich méfeni na
dvoufotonovém mikroskopu. Cerna Sipka oznacuje u mysi s predéasnou smrti zachvat, ktery byl
pri¢inou umrti (SUDEP).

Na zaklad¢ dat z méfeni na dvoufotonovém mikroskopu byly uréeny rozdily ve velikosti
u pyramidovych neurond a PV+ interneuronil v oblasti léze a mimo 1ézi (viz. obrazek ¢. 23).

Velikost pyramidovych neuront v 1ézi byla 13,25 + 0,058 um, mimo 1ézi 12,88 £ 0,0638 pum.
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Velikost PV+ interneuront v 1ézi byla 13,20 £ 0,278 um a mimo 1ézi 13,31 £ 0,272 um. Pro
vyhodnoceni bylo pouzito 9 FOV v 1¢ézi (1543 pyramidovych neuronti, 50 PV+) a 3 FOV mimo
1ézi (820 pyramidovych neuront, 36 PV+). Za pomoci neparametrického Wilcoxon rank sum
testu byl zjistén signifikantni rozdil pro pyramidové neurony (p = 4,7585*10*), zatimco rozdil
ve velikosti PV+ interneuronti signifikantni nebyl (p = 0,9895). Pro pyramidové neurony byla

také zjiSténa vysoka variabilita ve velikostech.
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Obrazek ¢. 23: Velikost pyramidovych neurontl (PC) a PV+ interneuront (PV) v 1ézi (FCD) a mimo

1ézi (mimo-FCD) urcena na zakladé dat z kalciového signalu.

Stejna data byla pouzita i pro vyhodnoceni poctu pyramidovych neuronti a PV+
interneurontl v I€zi a mimo 1€zi (viz. obrazek ¢. 24). Pocet pyramidovych neuronti v 1ézi byl
171,44 £ 14,44, mimo 1€ézi 205 £ 23,41. PocCet PV+ interneuront v 1ézi byl 5,55 £ 0,67, mimo
1ézi 9 + 1,87. Pro vyhodnoceni bylo pouzito 9 FOV v [ézi (1543 pyramidovych neuroni, 50
PV+ interneuronil) a 3 FOV mimo 1ézi (820 pyramidovych neuronti, 36 PV+ interneurona).
Ackoliv se zd4, Ze u pyramidovych neuronil i PV+ interneuronti dochazi ke snizeni poctu v 1ézi
oproti okolni tkani, neni tento vysledek za pouziti neparametrického Wilcoxon rank sum

statistického testu signifikantni (PC: p-hodnota = 0,2769; PV: p-hodnota = 0,1007).
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Obrazek ¢. 24: Pocet pyramidovych neuronti (PC) a PV+ interneuronti (PV) v 1ézi (FCD) a mimo 1ézi

(mimo-FCD) urcena na zaklad¢ dat z kalciového signalu.

5.2. Vyhodnoceni dat z funk¢niho méreni

Do faze funk¢niho méteni se dostalo 8 mysi, 5 nezachvatujicich, 3 zachvatujici. Jedna
ze tfi zachvatujicich mysi zemfela predCasné v dasledku epileptického zachvatu a pro jednu
nebylo mozné oznacit dostatecné mnozstvi PV+ interneuronii. Divody pro absence zachvati,
smrt zachvatujicich mysi 1 problémy s oznacenim interneuroni budou probrany v diskuzi.
S ohledem na vySe uvedené skutecnosti ale neni dostatecné mnozstvi dat pro vyhodnoceni
epileptogeneze a spontannich zachvatii a vysledkova cast tak obsahuje pouze data z indukovani

epileptického zachvatu pomoci PTZ u nezachvatujicich mysi.

5.3. Vyhodnoceni zachvatii indukovanych pomoci PTZ

Vzhledem k faktu, Ze se béhem funkcnich méfeni nepovedlo zachytit spontanni
epilepticky zachvat, pfistoupili jsme k jeho indukovani pomoci subkutanniho podani PTZ. To
bylo postupné podavano v menSich davkach, dokud nebylo dosazeno zachvatu. Z péti takto
indukovanych byly kompletné nahrany tfi. Béhem jejich nahravéani bylo sledovano 647
pyramidovych neuroni a 50 PV+ interneurond. Tyto neurony byly pouzity pro statistické
vyhodnoceni v obrazku ¢. 30. Jeden ze zachvatl byl pouzit jako reprezentativni zaznam

zndzoriuyjici prab&h EEG a kalciového signalu (viz. obrazek €. 25 a 26).

Jako statisticky signifikantni vychazi rozdil poklesu fluorescence PV+ interneuronti
oproti pyramidovym neuroniim do postiktalniho stavu (viz. obrazek ¢. 30). Jako ¢as ,,0“ pro
toto vyhodnoceni byl pouzit posledni kalciovy pik v zachvatu korespondujici s poslednim

velkym vybojem v EEG (viz. obrazek ¢. 29). Od tohoto bodu fluorescence PV+ interneuronti
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klesne na stejnou hodnotu normalizované fluorescence o 5,5 s pozd¢ji nez u pyramidovych

neuronu.

Pro dalsi zjisténi z tohoto experimentu nebylo provedeno dostate¢né mnozstvi pokust a
budou tedy primarné probirany v diskuzi. Mezi takova patii mirna aktivace PV+ interneuront
pred zacatkem epileptického zachvatu u jednoho z pripadi (viz. obrazek ¢&. 32), vyskyt
depolarizacni viny po terminaci zachvatu ve dvou ze tii ptipadd (viz. obrazek ¢. 33), aktivace
nékterych neuront pied postupujici depolariza¢ni vinou u jednoho ze dvou piipadd (viz.

obrazek ¢. 34) a smrt béhem depolariza¢ni viny u jednoho ze dvou ptipadi (viz. diskuze).

5.3.1. Reprezentativni zaznam epileptického zachvatu indukovaného pomoci PTZ

3
Lokalni elektrické potencialy
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Obrazek €. 25: Reprezentativni zdznam jednoho epileptického zachvatu vyvolaného pomoci PTZ
znazoriujici lokalni elektrické potencialy (modie) a normalizovanou fluorescenci kalciového signalu
pro pyramidové neurony (zelen€¢) a PV+ interneurony (oranzove). Svislé ¢ary oznacené pismeny
zobrazuji ¢asové body korelujici se stejn¢ oznacenymi ¢asovymi Useky na obrazku €. 26.
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Obrazek €. 26: Prubéeh epileptického zachvatu indukovaného pomoci PTZ. (A) Fotografie vybraného
FOV potizena pied indukci epileptického zachvatu. Jednotlivé typy neuronti byly urceny na zakladé
fluorescence. (B) Stejné FOV zpracované v programu Matlab (viz. kapitola 4.10.1.) znazortiujici
oznacené typy neurontl. (C — P) Fotografie ze zaznamu kalciového signalu epileptického zachvatu z

obrazku €. 25. zachycujici dalezité vybrané ¢asové body. Métitko = 100 pm. Obrazky byly vytvoreny
zprimérovanim fluorescence kalciového signalu = 100 ms (D, G); £ 200 ms (C, E,F, H, L J, K, L, M,
N); £ 500 ms (O, P) kolem udalosti.
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Obriazek & 27: FOV nahravané v reprezentativnim zaznamu. Zluté jsou oznaéené PV+ interneurony,
zeleng ostatni neurony exprimujici kalciovy indikator. Métitko = 100 pum.

Obrazek €. 28: Porovnani fluorescence neuront pied zachvatem (A, viz. obrazek ¢. 26C) a béhem
zachvatu (B, viz. obrazek ¢. 26F). Méritko = 100 um.
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5.3.2. Ubytek fluorescence PV+ interneuronii a pyramidovych neuronii po
zachvatu

Lokalni elektrické potencialy
Fluor. pyramidovych neuronti
2 | 1l | Fluor. PV+interneuronii

o

-1

-2

jGCaMP8m fluorescence (AU), LFP (AU)

|
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
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-3

Obrizek & 29: Usek EEG a fluorescence kalciového signalu vybrany pro statistickou analyzu (Zluty

obdélnik) dohasinani fluorescence v obrazku ¢. 30.

T I I

—I Pyramidové neurony — norm. fluorescence

—I— PV+ interneurony — norm. fluorescence
Statistické porovnéni p hodnoty

— p hodnota =0.05

— Signifikantni rozdil

)
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Obrizek €. 30: Graf znazorfiujici dohasinani fluorescence PV+ interneuront a pyramidovych neuront
po ukonceni zachvatu. Pro statistické zpracovani byl pouZit neparametricky Mann Whitney Wilcoxontiv
test. Od pocatku (posledni pik v zachvatu korespondujici s poslednim velkym vybojem EEG) klesne

fluorescence PV+ interneuronti na normalizovanou hodnotu o 5,5 sekundy pozdé;i.
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Obrazek €. 31: Pomalej$i vyhasinani fluorescence PV+ interneurontl po ukonceni zachvatu. Obrazek
byl pofizen v ¢ase 200 s zaznamu (viz. obrazek ¢. 25 a 26). PV+ interneurony jsou oznaceny zlutym
koleckem. M¢titko = 100 um.

5.3.3. Mirna aktivace PV+ interneuronii pred po¢atkem zachvatu
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Obrazek ¢. 32: Mirna aktivace PV+ interneuronti pied za¢atkem zachvatu. Obrazek byl pofizen v ¢ase
166 s zaznamu (viz. obrazek €. 25 a 26). PV+ interneurony jsou oznaceny zelenym koleckem. Méritko
100 pum.

5.3.4. Priibéh depolariza¢ni viny

Obrizek €. 33: Postup depolarizacni viny pies sledované FOV v riiznych ¢asovych bodech. Odpovida
obrazkim a casovym bodiim J-M na obrazku ¢. 25 a 26. (A) =219 s. (B) =220s. (C) =221 s. (D) =222
s. Méritko = 100 pm.
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Obrazek ¢. 34: Aktivace nékterych neurond pred postupujici depolarizacni vinou v ¢ase 220 s zaznamu
(viz. obrazek ¢&. 25 a 26K). Zlutym kole¢kem jsou oznaéeny PV+ interneurony, modrym kole¢kem bud’
pyramidové neurony nebo jina skupina interneurond. Bila $ipka udava smér Sifeni depolariza¢ni viny.
Meéfitko 100 um.
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6. Diskuze

Pomoci in utero elektroporace byl uspésné vytvoren model fokalni kortikalni dysplazie
typu II spolu s oznacenymi PV+ interneurony. Téchto 8 myS$i vykazovalo charakteristické
morfologické znaky s touto malformaci spojené, a to pfitomnost dysmorfnich neurond,
narusenou migraci a s tim souvisejici ektopické umisténi neuront i v bilé hmoté mozkové (viz.
obrazky ¢. 20, 21). Charakteristické je také typické umisténi v temporalnim a frontalnim laloku.
Zaroven u tfi z téchto mysi byly zaznamenany spontanni epileptické zachvaty (viz. obrazek ¢.
22).

Ackoliv se muze zdat, ze vyskyt spontdnnich zdchvatli pouze u tfi z osmi mysi neni plné
dostacujici, pokud vezmeme v uvahu fakt, Ze modely vyuzivajici in utero elektroporaci
mutovaného mTOR genu dosahuji uspésnosti az 90 % (Lim et al., 2015), je nutné brat v potaz
velké mnoZstvi omezeni vyplyvajicich z pouZité metodiky. Zatimco jiné studie (Baek et al.,
2015; Feliciano et al., 2011; Lim et al., 2015, 2017; Reijnders et al., 2017; Ribierre et al.,
2018; Zhong et al., 2021) byly konstruovany piedevsim za tcelem histologickych analyz ¢i
implantace elektrod a mohla tak byt pouzita vSechna pokusna zvitata, zde naro¢na metodika
nutnd pro vytvoieni funkéniho modelu neumoziuje produkci velkého poctu mysi v kratkém
Case a zaroven je nutné vyradit neoperovatelnd zvifata, coz vyrazné snizuje vytézek z

experimentu.

Zasadni pro implantaci kranidlniho okna je umisténi dostatecné velké 1éze, dané
rozsahem oblasti zasazené¢ mutaci v mTOR genu, primarn¢ do oblasti temporalniho a Castec¢né
frontalniho laloku. Vzhledem k tomu, Ze mutovany mTOR gen se po narozeni exprimuje pouze v
dysmorfnich neuronech, nelze ho neinvazivnim zptisobem pouzit pii P21 screeningu pro zjisténi
velikosti a umisténi 1éze. Z toho divodu je spolu s nim elektroporovan iRFP plazmid, ktery je
inkorporovan do vSech neuronti v elektroporované oblasti a jeho fluorescenci Ize sledovat i pies
lebku za pomoci pouhého nastiihu kiize. Fluorescence iRFP plazmidu ale nemusi nutné oznacovat
presnou pozici ¢i rozsah 1éze hlavné v ptipadech, kdy se sledovana oblast nachazi ve vétsi hloubce.
Studie vyuzivajici podobné metody také hlasi problém s nepfesnym prekryvem elektroporovanych
plazmidii (Vomund et al., 2013). Je tedy mozné, ze potencialné zachvatujici mysi jsou vyfazeny z
projektu a naopak mysi s 1ézi v oblastech, které bézné nevykazuji spontanni zachvaty (Hsieh et al.,
2016; Wagstyl et al., 2022) jsou dale operovany. Vzhledem k vySe zminénym omezenim je
pravdépodobnost vzniku spontannich zachvatl u naoperovanych mysi niZsi nez v jinych studiich a

¢ini tak ptiblizné 50 — 60 %.
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Avsak 1 data ziskana z téchto tii zachvatujicich mysi poskytuji zajimavé informace o
rozloZeni spontannich epileptickych zachvati v Case. Jejich shlukovani do klastrii, ¢i vyskyt
v zavislosti na urcité period¢ (viz. obrazek €. 22), je ¢asto dokumentovanym fenoménem u lidi
s epilepsii (Baud et al., 2018; Taubgll et al., 1991), ve zvitfecich modelech epilepsie (Kudlacek
et al., 2021) a dokonce i u psi (Gregg et al., 2020). Podle (Baud et al., 2018) interiktalni vyboje
osciluji s cirkadianni a nékolikadenni/tydenni periodou, pfiCemz zéachvaty se s vyssi
pravdépodobnosti objevuji pti vzestupné fazi téchto delSich rytmi. Dale bylo zjisténo, ze
v ramci klastrti dochazi k postupnému snizovani délky zachvatt (Kudlacek et al., 2021), coz je
patrné i z nasich vysledkt. Umrti v pribéhu epileptického zachvatu (viz. obrazek ¢&. 22) je
bohuZel Casty fenomén oznacovany jako SUDEP (sudden unexpected death in epilepsy, (Holst
et al., 2013)). Pravdépodobnou pfi¢inou jsou poruchy dychani (Lear-Kaul et al., 2005) a
srde¢niho rytmu (Nei et al., 2004). Stejné jako v tomto projektu, 1 dalsi studie provadéné na
mySich modelech fokalni kortikélni dysplazie dokumentuji problémy s pfedasnym Umrtim
pokusnych subjektii (Baek et al., 2015; Kassai et al., 2014; Ribierre et al., 2018; Zeng et al.,
2011).

Na zaklad¢ dat ziskanych z funkénich méfeni na dvoufotonovém mikroskopu byla
provedena analyza velikosti (viz. obrazek ¢. 23) a poctu (viz. obrazek ¢. 24) pyramidovych
neurontl a PV+ interneurontl v zavislosti na umisténi v 1ézi a mimo 1ézi. Jako signifikantni se
ukazal rozdil ve velikostech pyramidovych neuronit doprovazeny vysokou variabilitou
vyslednych hodnot. Rlizna velikost neuroni v 1ézi mize byt zapfiCinéna cytomegalii, ¢i
pritomnosti mensich nezralych neuront (Cepeda et al., 2003, 2005; Hanai et al., 2010; Nguyen
et al., 2019) vychazejici z aktivity mTOR signéalni kaskady. Variabilita ve velikostech také
milZze byt zpsobena snimanim cilového FOV z ur€ité roviny, ve které ov§em neurony nemusi
byt vzdy zobrazené ve svém nejvétSim primeéru. Ve velikosti PV+ interneuront v zavislosti na
umisténi nebyly zjiStény Zadné signifikantni rozdily a dosud ani nebyla zaznamenana studie
zabyvajici se timto tématem. Z grafu znazornujiciho rozdily v poctu pyramidovych neuronil a
PV+ interneurontl v 1ézi a mimo 1ézi lze vidét trend sméfujici ke sniZzeni poctu obou typl
neurontl v 1ézi v porovnani s okolni tkani, avSak na zdklad¢ statistického vyhodnoceni tento
rozdil neni signifikantni. Tento trend ovSem odpovidd dal§i studii (Zhong et al., 2021)
provadéné na mySim modelu FCDII, podle které nedochazi k selektivnimu sniZeni poctu PV+
interneurontl, které je tolik diskutovano u lidskych pacientdi (Liang et al., 2020; Nakagawa et

al., 2017) s fokalni kortikalni dysplazi. Ackoliv selektivni sniZzeni poctu PV+ interneuronti bylo
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zjiSténo u jednoho mysiho modelu (T. Yang et al., 2022), v této studii se jednd o kontinuum

FCD/HME.

Jednim z cili diplomové prace a funkéniho méteni bylo studovat aktivitu neurond
béhem spontanniho zachvatu. Ovsem vzhledem k nizkému poctu zachvatujicich zvitat spolu
s pred¢asnym umrtim jedné z mysi bylo obtizné spontdnni zachvat zachytit pfi méfeni na
dvoufotonovém mikroskopu jednou tydné. Zaroven v prubéhu optimalizace metod nebylo
mozné pro jednu ze zachvatujicich myS$i PV+ interneurony oznacit. Z tohoto diivodu bylo
ptistoupeno k indukei epileptickych zachvati pouzitim chemokonvulzantu pentylentetrazolu na
nezachvatujicich zvitatech. Z divodu rychlého propuknuti zachvatu od prvnich znamek na
EEG vsak nelze vzdy dostatecné rychle nastavit software ovladajici dvoufotonovy mikroskop
tak, aby bylo mozné nahrat dostate¢n¢ dlouhy ¢asovy tsek pted propuknutim epileptického
zachvatu. Z tohoto ditvodu pouze tii z péti takto indukovanych zachvatli jsou kompletni a dale
zpracovavany.

vvvvvv

opozdéného vyhasinani fluorescence kalciového indikatoru u PV+ interneurontt v porovnani s
pyramidovymi neurony na konci epileptického zachvatu (viz. obrazky €. 29, 30, 31). V uvahu
piipadaji dvé vysvétleni. Bud’ jsou tyto neurony vysoce aktivni, ¢idoslo k jejich vstupu do stavu

depolarizacniho bloku.

V ptipad¢ stimulace neuronu za fyziologickych podminek dochazi k aktivaci sodnych
napétoveé fizenych kanald, vzniku akéniho potencidlu Sificiho se po axonu k synaptickému
terminalu, kde dojde k aktivaci napétové fizenych vapenatych kanalt a ve vysledku ke vstupu
vapenatych iontil dovnitf buiiky skrze membréanu a k jejich vazbé na kalciovy indikator. Pokud
ale dojde k iniciaci epileptického zachvatu, tato stimulace je mnohonasobné vyssi a neuron se
ocitne ve stavu permanentni depolarizace, kdy sodné napétove fizené kandly jsou inaktivovany.
Tento stav je oznaCovan jako depolarizacni blok a neuron neni schopen vytvaret akéni
potencialy (Calin et al., 2021; Cammarota et al., 2013; Fleidervish et al., 1996). Depolarizace
ovSem umoziluje vstup vapenatym iontim skrze vapenaté napétove fizené kanaly a NMDA
receptory. PV+ interneurony navic diky slozeni AMPA receptorti (Catania et al., 1998; Matta
et al., 2013; Moga et al., 2002) umoznuji priachod vapenatych iontli i skrze tyto receptory.
Opétovna aktivace je mozna az po poklesu membranového napéti (repolarizaci), pticemz dojde
nejprve k uzavieni vapenatych kanaltia NMDA a AMPA receptori. Jejich uzavieni také zastavi

vtok vépenatych iontit do neuronu.
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Studie (Parrish et al., 2019) poukazala u PV+ interneuronti na vyrazné zesileni
kalciového signalu, které se béhem pribéhu zachvatu uz nijak nezvySovalo po vstupu téchto
interneuronti do stavu depolariza¢niho bloku, coz odpovidd i naSim vysledkim. Toto se
pravdépodobn¢ déje, protoze kalciovy indikator je pIln¢ saturovan. Tato masivni akumulace
intracelularniho vapniku musi byt nasledné odstranéna. To, Zze u PV+ interneuront toto trva
déle muze byt zptisobeno vyssi intracelularni koncentraci vapenatych iontli a zdroven, na rozdil
od pyramidovych neurontl, pfitomnosti kalcium-vazebného proteinu parvalbuminu. Ten je
oznacovan jako ,pomaly*“ z toho dliivodu, ze pred tim, nez miize zac¢it vazat vapenaté ionty a
snizovat tak jejich intraceluldrni koncentraci, musi nejprve dojit k disociaci hofecnatych iontt
zvazebného mista parvalbuminu (Chard et al., 1993; Eggermann & Jonas, 2011; Beat

Schwaller, 2010).

Nasledujici zminéné vysledky nebylo mozné z diivodu malého poctu pozorovani
statisticky vyhodnotit, jedna se vSak o zajimavé poznatky a budou tedy probrany déle v textu.
JiZ v kapitole 5.3. byla zminéna mirna aktivace PV+ interneuronti pred pocatkem zachvatu (viz.
obrazek €. 32), vyskyt depolarizacni viny (viz. obrazek ¢. 33) a aktivace nékterych neurona

pied postupujici depolarizacni vinou (viz. obrazek €. 34).

Co se tyce aktivace PV+ interneuront pted pocatkem zachvatu (viz. obrazek €. 32),
nejednd se o tak piekvapivé zjisténi vzhledem k faktu, Ze néco podobného bylo uz pozorovano
(Cammarota et al., 2013) na akutnim mySim modelu epilepsie, kdy tyto interneurony byly
aktivovany o témet dvacet vtetin diive, nez byly do zachvatu rekrutovany sousedici pyramidové
neurony. Ackoliv toto bylo pozorovano pouze u jednoho ze zachvatl a nelze tedy fici, zda se
jedna o jev pravidelné doprovazejici zachvaty, je mozné, ze jde o zptisob, kterym se PV+

interneurony snazi zabranit iniciaci a propagaci epileptickych zachvatt.

Dal$im zajimavym objevem je pfitomnost vilny Sifici se depolarizace u dvou ze tit
ptipadd (viz. obrazek €. 33). Ta byva mimo jiné spojena pravé i s epileptickymi zachvaty
(Bahari et al., 2018) a objevuje se piiblizné v tfetiné (Bahariet al., 2018) az v poloviné
(Zakharov et al., 2019) ptipadii v zavislosti na okolnostech vyvolani zachvatu a miize slouzit
jako mechanismus pilisobici proti generalizaci epileptickych zachvatii (Tamim et al., 2021).
Faktorem, ktery se pravdépodobné podili na vzniku depolariza¢ni viny, je zvySena
extracelularni koncentrace drasliku (Andrew et al., 2017), coZ odpovida stavu mozku béhem
zachvatu (Gentiletti et al., 2022; Librizzi et al., 2017). Také objem tkan¢, do které se zachvat
roz§ifi souvisi s vyskytem depolariza¢ni viny, a tedy ¢im vétSi je zasazenda oblast, tim

pravdépodobnéji se Sifici vlna depolarizace objevi (Tamim et al., 2021). Propagace
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depolarizacni viny je silné zavisla na elektrickém propojeni neurontl, jinak zndmém jako gap
junctions (Nedergaard et al., 1995). Jejich inhibice je mozna skrze acidozu (pokles pH), ktera
se objevuje v prubéhu zachvatu a trva i po jeho ukonceni (R. I. Wang & Sonnenschein, 1955)
a zpusobuje obecné Utlum excitability (Nedergaard et al., 1995; Sinning & Hiibner, 2013). Je
tedy mozné, ze zavaznost iontové nerovnovahy ustanovené béhem zachvatu a rychlost navratu
do pavodniho stavu také urcuje, zda depolarizaéni vlna vznikne ¢i ne. Navic, S$ifeni
depolarizacni viny, zvlasté do mozkového kmene, mize zplsobit zastavu srdce a naslednou

smrt (Aiba & Noebels, 2015), tedy SUDEP (Holst et al., 2013).

Na reprezentativnim zdznamu indukovaného zéachvatu (viz. obrazek &. 34) si lze
povsimnout, Ze pted postupujici depolarizacni vinou jsou u jednoho ze dvou piipadt aktivovany
nékteré neurony. Podle (Herreras et al., 1994) by se mohlo jednat o aktivaci zprostfedkovanou
pravé pomoci elektrickych synapsi. Nékteré neurony jsou oznafeny jako PV+, zbylé jsou na
zéklad¢ velikosti a morfologie ureny jako pyramidové neurony ¢i jiné interneurony. Praveé
interneurony jsou vysoce propojeny pomoci gap junctions (M Galarreta & Hestrin, 1999;
Mario Galarreta & Hestrin, 2002; Mario Galarreta et al., 2004; Hang Hu & Agmon, 2015).
Vzhledem k malému poctu pozorovani, stejné jako ve vySe zminénych odstavcich, ovSem nelze

fici, zda byl sledovén jev nahodny €1 souvisejici s epileptickou aktivitou mozku.

Po shrnuti ziskanych vysledkti z indukované epileptické aktivity je tfeba také
prodiskutovat, zda tato data mohla byt né¢jak ovlivnéna a znehodnocena. Mezi faktory schopné

toto zpiisobit patfi uziti PTZ jako chemokonvulzantu a samotny model FCDII.

Co se FCDII tyce, zda dochazi ke zménam ovliviiujicim interneurony je predmétem
diskuzi. Zatimco u lidi vznikéd vétsi ¢ast PV+ interneuronti ve stejné oblasti jako kortikdlni
neurony a glie (Letinic et al., 2002), u mysi veskeré tyto interneurony vznikaji pouze v medialni
ganglionické eminenci oddélené od kortikalnich prekurzorG (Fogarty et al., 2007) a je tedy
nepravdépodobné, Ze by v nasem modelu byly mutaci zasazeny. Zmény v poctech PV+
interneuront a konektivité uz byly zminény v kapitole 2.3.2.3. a tabulce ¢. 2. Vzhledem k tomu,
ze u mysi pravdépodobné nedochazi k selektivni ztraté PV+ interneurond, zda se, Ze vétsi efekt
by mohly mit zmény exprese rtiznych receptorli a transportérii popsané v kapitole ¢. 2.3.2.1..
Navic fakt, ze mysi pouzité pro PTZ experiment nevyvinuly spontanni zachvaty, umoziuje
vyloucit poskozeni PV+ interneurontl, ke kterému v takovych ptipadech dochazi (McRae et al.,
2012; Rankin-Gee et al., 2015; Wilczynski et al., 2008; Yuan et al., 2002) a ke kterému jsou
konkrétné tyto interneurony vysoce nachylné (Moga et al., 2002; Okamoto et al., 1994).
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Pentylentetrazol se vaze na GABAA receptory a uzavird kanal pro chloridové ionty
(Pellmar & Wilson, 1977a; Rebbapragada Ramanjaneyulu & Ticku, 1984). Jelikoz pouziti
PTZ pro vyvolani epileptického zachvatu zptisobi aktivaci postupné vSech mozkovych oblasti
(Brevard et al., 2006; Morgan et al., 1987; Van Camp et al., 2003; H. Yang et al., 2019),

dochazi k vyfazeni inhibice ve vSech neuronech mozku.

Data tykajici se pozdniho poklesu fluorescence PV+ interneuronti po terminaci zachvatu
ziskana v této praci vSak nejsou prvni svého druhu a mame tedy moznost je porovnat. Ze zatim
nepublikovanych dat z nasi laboratote (viz. obrazek ¢. 35) je tento efekt patrny 1 na akutnim
mySim modelu na kmenu C57 za pouZiti 4-aminopyridinu (4-AP) blokujiciho napétové fizené

draseln¢ kanaly (Fedor et al., 2020; Remillard & Leblanc, 1996).
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Obrazek €. 35: Graf znazornujici fluorescenci kalciového signalu po terminaci epileptického zachvatu
v modelu 4-AP akutniho modelu epilepsie. Cervena = fluorescence PV+ interneuronti, modra =

fluorescence pyramidovych neuront.

Zarovenn na nékolika nepublikovanych ziznamech spontdnniho zéchvatu zna$i
laboratote je po jeho ukonceni vidét skupina neuront s déletrvajici fluorescenci stejné jako
ve zde prezentovanych vysledcich a dat z 4-AP (viz. obrazek €. 35). Ackoliv byla pomoci
tdTomato oznacena jina skupina interneuronti (VIP+), u kterych nebyl tento efekt béhem nasich
experimentll pozorovan, je vysoce pravdépodobné, Ze neurony s pretrvavajici fluorescenci jsou
prave PV+ interneurony. Vzhledem k vyse uvedenym skute¢nostem jsem tedy presvédcena, ze
tento efekt je univerzalni napfi¢ riznymi modely a lze tedy predpokladat, ze vysledky nejsou

zkresleny pouzitim PTZ jako chemokonvulzantu.

Dale je nutné zminit, ze ackoliv vysledky naznacuji ptechod PV+ interneuront do stavu

depolariza¢niho bloku, kalciovy indikator jGCamp8 stéle neni dostatecné citlivy (Looger et al.,
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2021) na rozeznani jednotlivych akénich potencidlti, coz by nam umoznilo ur¢it, zda dochazi
k inaktivaci napétové fizenych sodnych kandlti. Bude tedy nutné pouzit jiné metody pro
objasnéni tohoto jevu. Vyhodou kombinace jGCamp8 s dvoufotonovym mikroskopem ovSem
je, ze ndm umoziuje sledovat velké mnozstvi neurond najednou a na rozdil od jinych
mikroskopickych metod umoziuje proniknout do vétsi hloubky s vyhodou nizsi fototoxicity
(Denk et al., 1990; Helmchen & Denk, 2005). Metodou, ktera by nam ale mohla pomoci
objasnit, zda se depolariza¢ni blok u PV+ interneuront skutecné objevuje, je voltage imaging,
ktery za cenu nizsiho rozliSeni a sledovani pouze jednotlivych neuronti umoziuje sledovat
aktivitu na urovni jednotlivych akénich potenciall i v ptipadé fast-spiking PV+ interneuronti

(Abdelfattah et al., 2019).
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7. Zavér

Tato préace se zabyvala vytvofenim a charakterizaci mySiho modelu fokalni kortikaIni
dysplazie typu II s oznacenymi parvalbuminovymi interneurony a naslednym sledovanim
aktivity pyramidovych neuronti a parvalbuminovych interneuronti v pribéhu epileptického
zachvatu. Vytvotreny model vykazoval charakteristické morfologické znaky popsané i v jinych
studiich, stejné jako spontanni epileptické zachvaty. V ramci analyz byl zjistén statisticky
signifikantni rozdil ve velikosti pyramidovych neuroni v FCD 1ézi a mimo 1ézi, zatimco u
parvalbuminovych interneuronti rozdil prokazan nebyl. Také byl zjistovan pocet téchto
neuronil v ramci 1éze a mimo ni a ackoliv byl pozorovan trend snizeni poctu pyramidovych
neurontt i parvalbuminovych interneurontt v 1ézi oproti okolni tkéni, nebyl tento rozdil
statisticky signifikantni. Jednim z cili bylo sledovat aktivitu t€chto neuronti béhem spontanniho
epileptického zachvatu pod dvoufotonovym mikroskopem, ovSem vzhledem k obtizim pfi
zachyceni spontannich zachvatii bylo pfistoupeno k jejich indukci pomoci pentylentetrazolu.
Tento experiment piinesl statisticky signifikantni data ohledné pozdniho poklesu fluorescence
kalciového signdlu z parvalbuminovych interneuronii po terminaci zachvatu v porovnani
s pyramidovymi neurony naznacujici ptrechod parvalbuminovych interneuroni do stavu
depolarizacniho bloku. Dalsi data byla z diivodu malého poctu pozorovani pouze diskutovana
a zahrnuji mirnou aktivaci parvalbuminovych interneuronti pifed pocatkem epileptického
zachvatu, vyskyt viny Sifici se depolarizace po terminaci zachvatu a aktivaci neuronti pied
postupujici depolarizacni vinou. Tato prace pomlize nasmérovat dalsi vyzkum tykajici se ulohy
interneuronti v mechanismech epilepsie. I kdyz existuje spousta modeltt FCDII, zadné prozatim
nebyly pfimo zaméfené na studium interneuronti, natoz na sledovani jejich aktivity. Zde uzita
metodika pfedstavuje velice komplexni moZnost dalSiho ziskavani cennych dat. Vysledky ze
zmén fluorescence po terminaci epileptického zachvatu jsou aktudlné cilem dal$iho vyzkumu a

lze tici, Ze parvalbuminové interneurony by mohly byt zajimavym cilem dal§iho badani.
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